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1. Bevezetés 
Bizonyára ön is elgondolkodott már azon, hogy az immunrendszerünk miért képes 
megvédeni minket a kórokozóktól. Hogy egy padlóra esett kenyérdarab megevése esetén 
miért nem leszünk egyből betegek. Vagy, hogy a környezetünkben jelenlévő több millió 
baktérium és egyéb mikroorganizmus ellenére miért tudunk egészségesek maradni. Többek 
között ezért is kezdtünk el foglalkozni az antimikrobiális peptidek (AMP) vizsgálatával. 
Többségük ugyanis jelentős szerepet játszik abban, hogy képesek vagyunk védekezni a 
szervezetünkbe került kórokozókkal, baktériumokkal szemben. Az antimikrobiális peptidek – 
mint azt a nevük is mutatja – a peptidek egy olyan különleges csoportját alkotják, melyek 
szerkezetük és összetételük révén képesek a szervezetidegen mikroorganizmusok (pl. 
baktériumok) elpusztítására anélkül, hogy a szervezet saját sejtjeit károsítanák. Jelentőségük 
miatt azonban nem csupán szerkezetük és működési mechanizmusuk vált intenzíven kutatott 
területté, hanem gyógyszerként való felhasználásuk lehetősége is. Ennek érdekében olyan 
szintetikus, természetben jelen nem lévő peptideket is előállítottak, melyek optimált 
szerkezetük révén igen szelektíven képesek bizonyos kórokozók elpusztítására. Munkám 
során én is egy ilyen, úgynevezett hibrid peptid, a CM15 tulajdonságait vizsgáltam. 
Bár a sejt a szervezet működésének alapegysége, önmagában is komplex rendszer, ezért 
egyedi molekulákkal – esetünkben a CM15 peptiddel – való kölcsönhatásának vizsgálatához 
szűkítésekre, egyszerűsítésekre van szükségünk. Mivel ezen peptidek hatásukat a 
sejtmembránnal való kölcsönhatásuk révén fejtik ki, érdemes olyan modellt választanunk, ami 
képes a sejtmembrán felépítését mímelni. Ennek megfelelően a kölcsönhatás vizsgálatához a 
membrán alapját képező foszfolipid kettősrétegeket alkalmaztam, amik az általam alkalmazott 
Langmuir-Blodgett-módszer segítségével előállíthatók és tulajdonságaik változtathatók. 
Kutatásiam során a membrán modelljeként alkalmazott foszfolipid kettősréteg és a 
CM15 antimikrobiális peptid közötti kölcsönhatás vizsgálatához összegfrekvencia-keltési 
spektroszkópiát alkalmaztam. A nemlineáris optikai jelenségen alapuló módszer előnye, hogy 
általa felületekről szelektíven nyerhetünk információt, a tömbfázist alkotó molekulák zavaró 
hatása nélkül. Ezért ha a kettősréteget szilárd hordozóra visszük és alkalmasan megválasztott 
szubfázisba merítjük, lehetőségünk nyílik a kettősréteg és a vele kölcsönható molekulák 
szelektív vizsgálatára. Munkám során szilárd hordozókra vittem fel eltérő összetételű és 
tulajdonságú, szimmetrikus és aszimmetrikus foszfolipid kettősrétegeket és különböző 
koncentrációjú CM15 peptidoldatokkal való kölcsönhatásukat vizsgáltam különböző 
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spektrális tartományban felvett rezgési spektrumok segítségével. A módszer hatékonyságát és 
robosztusságát is vizsgáltam, hogy képet kapjunk arról, mennyire alkalmazható hatékonyan az 
antimikrobiális peptidek szerkezetének és kölcsönhatási mechanizmusának feltérképezésére. 
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2. Irodalmi áttekintés 
 A biológiai membrán 2.1.
Az élő szervezet alapegysége mind funkcionális, mind strukturális szempontból a sejt. 
A sejtet kívülről sejtmembrán határolja, melynek fő feladata, hogy elhatárolja azt a külső 
környezettől, fenntartva ezzel belső homeosztázisát (1. ábra). Az elválasztáson kívül a 
sejtmembrán feladata, hogy megvalósítsa az információ-, anyag- és energiatranszportot a sejt 
és a külvilág között. 
 
1. ábra. A sejtmembrán [1]. 
A sejtmembrán legalapvetőbb alkotóelemei az amfipatikus foszfolipid molekulák, 
melyek kettősrétegbe rendeződve alkotják a sejtmembrán vázát. Alapjuk egy fiziológiás 
körülmények között negatív töltésű foszfatidsav, mely glicerinből és foszforsavből álló 
poláris fejcsoportból és a glicerinnel észterkötésben lévő hosszú szénláncú apoláris 
zsírsavmolekulából áll. A foszforsav oxigénatomján keresztül, észterkötéssel egy 
kismolekulához is kapcsolódik. A foszfolipid minőségét és töltésviszonyát a szénláncok 
hossza és a kismolekula minősége határozza meg. Eukariota sejtekben például a membrán 
nagyobb részét az ikerionos foszfatidil-kolin (PC) alkotja, ahol a foszfatidsav kolinnal van 
észteresítve [2]. A membrán tartalmaz még foszfatidil-etanolamint, foszfatidil-szerint, 
szfingomielint is, melyek az intracelluláris membrán külső és belső rétegben különböző 
mennyiségben vannak jelen, ezzel a lipid aszimmetriáját magával vonva. A legtöbb 
foszfolipid ikerionos töltésviszonyú, a foszfatidil-szerin azonban negatív töltésű, ezért 
összességében a membránok többsége fiziológiás körülmények között enyhén negatív töltésű. 
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A foszfolipidek viszonylag széles diverzitásnak az az oka, hogy az egyes enzimek 
működéséhez más és más specifikus fejcsoport jelenlétére van szükség [3]. A baktériumok 
membránjában az ikerionos foszfatidil-etanolamin (PE) és a negatív foszfatidil-glicerin (PG) 
van többségben, amire az eukariota sejtmembránhoz képest inkább jellemző a negatív 
töltöttség [53]. Köztudott azonban, hogy az élőlények membránját nem csupán lipid 
kettősréteg alkotja. Az emlősök membránjának további alkotóelemei még például a 
szteroidok (pl. koleszterin), glikolipidek, membránfehérjék, melyek funkciói sokrétűek. A 
koleszterin például az OH csoportjaival a kettősréteg fejcsoportjai felé orientálódnak, így 
ebben a helyzetben, a koleszterin-gyűrűk a lipid szénlácok felé fordulva kölcsönhatásba 
lépnek egymással, a kettősréteg stabilizálódik, és kisebb vízben oldható molekulák számára 
áthatolhatatlanná válik [3]. A membránfehérjék feladatai igen változatosak, funkciójukat 
szerkezetük és a rétegben való elhelyezkedésük egyaránt meghatározza [2]. 
A foszfolipid molekulák membránon belüli viselkedését a tudósok először az 1970-es 
években figyelték meg, szintetikus kettősrétegek vizsgálata révén. A lipid molekulát nitrozo-
csoporttal (NO) szubsztituálva a nitrozo-csoport párosítatlan elektronja által, elektronspin 
rezonancia spektroszkópia (ESR) segítségével lehetőség nyílt a molekulák mozgásának és 
orientációjának a vizsgálatára. A kettősréteget alkotó molekulák mobilitásától (a kettősréteg 
fluiditásától) függően termodinamikailag két eltérő állapotot különböztethetünk meg: a 
viszonylag rendezetlen fluid és a rendezett gél fázist. Azt a hőmérsékletet, ahol a kettősréteg 
fázisállapota megváltozik, fázisátmeneti hőmérsékletnek (𝑇𝑚) nevezzük. A fázisátmeneti 
hőmérséklet értékét több paraméter együttesen határozza meg, úgy mint a lipid szénláncainak 
hossza és telítettsége, a közeg ionerőssége, vagy szteránvázas vegyületek jelenléte [3]. 
A gél fázisban az egyes lipid molekulák laterális mozgékonyságukat elveszítik és 
rendezettségük megnő. A lipidek fejcsoportjai szorosabban kapcsolódnak egymáshoz, 
kevésbé hidratáltak. Az alkilláncok rendezettebben helyezkednek el, melynek hatására a 
közöttük lévő Van der Waals kölcsönhatások erősebbé válnak. A nagyobb rendezettség annak 
köszönhető, hogy a fluid fázishoz képest a szénláncok all-transz konformációt vesznek fel a 
fluid fázisban jellemző gauche-konformáció helyett (2. ábra) [4]. 
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2. ábra. Gauche (bal)- és transz-konformáció (jobb). 
A hőmérséklet emelésével a membránt alkotó lipid molekulák mozgékonysága megnő, 
a rétegek rendezetlenebbé válnak és a közöttük lévő Van der Waals kölcsönhatások 
gyengülnek. A fázisátmeneti hőmérsékletet elérve a membrán gél fázisból fluid fázisba kerül, 
melynek hatására az alkilláncban megjelennek gauche-helyzetű metiléncsoportok ezáltal 
tovább növelve a rendezetlenséget. A laterális diffúzió megnő és a kettősréteg kiterjedtebbé 
válik. Hosszabb szénláncok esetén a fázisátmeneti hőmérséklet magasabb, mivel az ezt 
meghatározó Van der Waals kölcsönhatások ilyen szénláncok esetén erősebbek. Fiziológiás 
körülmények között azonban a membrán általában fluid fázisban van. A laterális diffúzión 
kívül egy másik lehetséges mozgásfajta a rétegek közötti cserélődés, más néven flip-flop 
effektus [5]. Gél fázisban a flip-flop effektus sebessége csekély, a poláris fejcsoportnak az 
apoláris szénláncokon való átjutásához szükséges nagy energiának köszönhetően [3, 6].  
 Foszfolipidek tulajdonságai 2.2.
A biológiai membránok különböző lipid molekulákból kialakuló komplex struktúrák. A 
membrán lipid összetétele annak 
tulajdonságait, úgy mint a vastagsága, 
töltésviszonya, fluiditása jelentősen 
meghatározza. Ezért a modellünk 
kialakításakor érdemes tisztában lennünk 
azzal, hogy milyen tulajdonságokat 
szeretnénk modellezni és ahhoz milyen 
lipideket célszerű használni. A 
foszfatidil-kolinok (PC) – melyek az 
eukariota sejtmembrán fontos építőkövei 
– kolin csoportjaik révén nagyobb 
térigényűek, az amino-csoporton lévő 
pozitív és a foszfát-csoporton lévő 
negatív töltés miatt ikerionosak és mivel 
fejcsoportjukon nem rendelkeznek 
hidroxil-csoporttal nem képesek a foszfát-csoporton keresztül egymással hidrogén-kötések 
kialakítására. Így összességében sokkal gyengébb kölcsönhatások alakulnak ki közöttük, mint 
például a foszfatidil-etanolamin (PE) esetében (3. ábra) [7]. 
3. ábra. Foszfolipidek szerkezete. 
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A foszfatidil-glicerin ezzel szemben negatív töltöttségű, hidrogén-hidak kialakítására 
alkalmas O-H csoportokat tartalmaz a fejcsoportjában, így eltérő tulajdonságokkal 
rendelkezik a PC lipidekhez képest. A szénlánc hossza és telítettsége szintén befolyásolja a 
membrán tulajdonságait, hiszen eltérő lesz a lipidek közötti kölcsönhatások erőssége, 
valamint a láncok térigénye. 
A biológiai membrán rövid bemutatása után nézzük meg, milyen lehetőségek állnak 
rendelkezésünkre vizsgálatukhoz. 
 A membrán vizsgálata modellek segítségével. 2.3.
A membránok működésének, fizikai-kémiai és biológiai tulajdonságainak vizsgálata 
kiterjedt tudományterület, mely módszerek széles skálájának (pl. spektroszkópiai, 
szimulációs, biokémiai) alkalmazását követeli meg. A kutatások többsége 
modellrendszereken történik, melynek segítségével lehetőségünk van az alapoktól kezdve, 
egyszerűsítve és bizonyos effektusokat külön vizsgálva tanulmányozni a biológiai membránt, 
fokozatosan jutva el a komplexebb működés megértéséhez. Fontos, hogy optimalizáljuk a 
modellünket leíró paramétereket, hiszen az élő szervezetben lezajló folyamatokat sok tényező 
együttesen határozza meg. A membrán és környezete közötti kölcsönhatás vizsgálatához több 
lehetőség is kínálkozik, az egészen egyszerűtől az igazán komplexekig. Kiindulhatunk például 
egy vizes szubfázison lévő szintetikus lipid monoréteg (pl. Langmuir-filmek) és egy molekula 
kölcsönhatásának vizsgálatából, de alkalmazhatunk akár szilárd hordozóra felvitt 
kettősrétegeket is [8]. A planáris kettősrétegektől morfológiailag eltérő modellek a 
liposzómák, melyek zárt, gömb alakú belül üreges rendszerek.  
2.3.1. Langmuir-filmek 
Az oldhatatlan monorétegek kutatása egészen az ókorra vezethető vissza, ekkor 
figyelték meg először az olaj vízfelszínen való szétterülését. A filmek kutatása intenzíven a 
19. században kezdődött, amikor Agnes Pockels megmutatta, hogy a vízfelszínre felvitt 
olajfilm-réteg vastagsága gátak segítségével kontrollálható, valamint a víz szennyezettsége 
két különböző állapottal jellemezhető attól függően, hogy a felületi feszültség változik-e a 
szennyezettség növelésével, vagy nem [9]. A filmek kutatásában áttörést a Langmuir [10] és 
Blodgett [11] által közölt új elméleti koncepciók és gyakorlati módszerek jelentették, melyek 
azóta is meghatározzák a filmekkel folyó kutatásokat. 
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A módszer lényege, hogy egy víz-levegő felszínre terített monomolekulás réteget 
(Langmuir-film) szilárd hordozóra viszünk és a folyamatot ismételve lehetőség nyílik további 
rétegek felvitelére és ezzel egy többrétegű planáris szerkezetű film létrehozására (Langmuir-
Blodgett-film). A technika lelke az úgynevezett Langmuir-filmmérleg. Legfontosabb 
szerkezeti egységei egy kád, melyet vízzel (vagy egyéb folyadékkal) feltöltve felvihetjük rá a 
molekuláris réteget, valamint a gátak, melyekkel lehetőségünk nyílik a film komprimálására 
(4. ábra). A mérleg ezen kívül rendelkezik egy a felületi feszültség mérésére alkalmas 
egységgel, valamint a gátak pozíciójának követésére alkalmas detektorral melynek 
segítségével a film tulajdonságai szabályozhatók. A mérleg kádjának és gátjainak kémiailag 
inert anyagból (pl. teflon) kell készülnie, ami a könnyebb tisztíthatóság valamint az esetleg 
beoldódó szennyeződések elkerülése végett előnyös. 
 
4. ábra. A Langmuir-filmmérleg és a Langmuir-Blodgett módszer lényege [12]. 
A réteget alkotó molekulákat valamilyen, a vegyületet jól oldó, illékony és vízzel nem 
elegyedő szerves oldószerben oldják (pl. kloroform) és a vizes szubfázis felszínére terítik. A 
terítést követően a szerves oldószer rövid időn belül elpárolog, a réteget alkotó molekulák 
pedig a felvitt mennyiségtől és a gátakkal való összenyomás mértékétől függően rendeződnek. 
Az így kialakított réteget nevezzük Langmuir-monorétegnek. 
Alapvető fontosságú, hogy a filmkészítés a lehető legtisztább körülmények között 
folyjék. A filmmérlegnek és a hozzá tartozó egyéb eszközöknek felületaktív anyagoktól 
mentesnek kell lenniük. Ennek érdekében a filmmérleget és a gátakat is nagyon alaposan és 
körültekintően kell elmosni és nagyon nagy tisztaságú oldószereket valamint vizet kell 
használni mind a tisztításhoz, mind a vízfelszín kialakításához. 
Ahhoz, hogy egy vegyületből Langmuir-monoréteget készíthessünk elengedhetetlen, 
hogy vízben oldhatatlan és illékony szerves oldószerben oldható legyen. Ennek megfelelően 
Langmuir-filmek készítésére olyan amfipatikus molekulák lesznek alkalmasak, melyek 
hosszú (>12) szénláncuk miatt vízben oldhatatlanok [13]. 
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A film karakterisztikájának kialakítását a felületi feszültség mérésén és a gátak által 
határolt terület változtatásán keresztül tehetjük meg. Abban az esetben, ha a határfelület 
területe elegendően nagy és a felületaktív vegyület mennyisége elegendően kicsi, a molekulák 
szabad úthossza nagy és a közöttük lévő ütközések száma kicsi, a film minimális hatással van 
a folyadék felületi feszültségére. Akkor azonban, ha a gátak segítségével a rendelkezésre álló 
területet csökkentjük, a molekulák közötti távolságok, és így a felületi feszültség is csökkenni 
kezd. A molekulák (főleg a szénláncaik) kölcsönhatásba lépnek és taszító erőt fejtenek ki 
egymásra. A film által kifejtett erőt egységnyi hosszra vonatkoztatva oldalnyomásnak (π) 
nevezzük, ami tulajdonképpen a nyomás kétdimenziós analógjának tekinthető és 
megfeleltethető a víz felületi feszültségének a film jelenlétében történő csökkenésével (1. 
egyenlet). 
 𝜋 = 𝛾0 − 𝛾 (1) 
ahol 𝛾0 a tiszta víz felületi feszültsége, 𝛾 pedig a filmmel borítotté. A film kialakítását a 
víz/levegő határfelületen a felületi feszültség (𝜋) – terület (𝐴) izoterma felvételén keresztül 
követhetjük. A felületi feszültség mérésére a Langmuir-filmmérlegen gyakran a Wilhelmy-
lemezes technikát használjuk. Ennek alapja, hogy egy platinából vagy szűrőpapírból készült, 
félig a folyadékba merített lemezre kifejtett erőt mérjük, melyből a megfelelő paraméterek 
ismeretében lehetőségünk nyílik a felületi feszültség és így az oldalnyomás számítására [14]. 
2.3.2. Langmuir-Blodgett- és Langmuir-Schaefer-módszer 
Mint említettem, az előzőekben tárgyalt módszer segítségével monoréteg előállításán 
kívül lehetőségünk nyílik szilárd hordozóra felvitt kettős- és multirétegek kialakítására is. Az 
alábbiakban két kettősréteg előállítására alkalmas technikát tárgyalok részletesebben, a 
Langmuir-Blodgett és Langmuir-Schaefer módszereket. 
Langmuir-Blodgett-filmet úgy készíthetünk, hogy egy alkalmasan megválasztott 
hordozót monoréteggel borított vizes fázisba merítünk a felszínre merőlegesen úgy, hogy a 
filmmérleg segítségével a felület oldalnyomását állandó értéken tartjuk [13, 15]. Abban az 
esetben, ha a hordozó hidrofób, a Langmuir-filmet a hordozó bemerítése előtt kell kialakítani, 
így bemerítéskor olyan réteg alakul ki melyben a molekulák hidrofób végei fognak 
kölcsönhatni a felszínnel. Hidrofil hordozó esetén érdemes azt először a folyadékfázisba 
meríteni, majd utána létrehozni a folyadék felszínén a réteget. Így kihúzva, a hordozó először 
a hidrofil fejcsoportokkal kerül kölcsönhatásba és általuk tapad meg a hordozó felszínén. Az 
első réteg felvitele után a hordozó hidrofób felszín esetén hidrofillé, hidrofil felszín esetén 
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hidrofóbbá változik. A folyamatot újra megismételve kettős és multirétegek is kialakíthatóak, 
akár több száz réteges nagyságban is. Az olyan rétegeket, melyekben fej-fej és farok-farok 
kölcsönhatások alakulnak ki az egyes rétegeket alkotó molekulák között, Y-típusú rétegeknek 
nevezzük. Biológiai folyamatok modellezésében ez a legjellemzőbb rétegtípus, hiszen a 
sejtmembrán is Y-típusú kettősréteg, de léteznek olyan rétegépítési módszerek is, melyekben 
vagy csak a bemerítésnél (X-típusú) vagy csak a kiemelésnél (Z-típusú) viszünk a hordozóra 
réteget. A jó rétegépítés azonban nemcsak az amfipatikus molekulák természetétől, hanem a 
pH-tól, ionerősségtől, hőmérséklettől, a kihúzás és bemerítés sebességétől stb. is függ. Egy 
másik jellemző, ami a felvitel természetét meghatározza az a szilárd hordozó felszíne és a 
monoréteg közötti dinamikus kontaktszög. A hordozóra való felvitel akkor lesz hatásos, ha ez 
a kontaktszög bemerítésnél 90°-nál nagyobb, kihúzásnál pedig 90°-nál kisebb [14]. 
A multiréteg kialakításának sikere a szilárd hordozón az ún. transzfer aránnyal (𝜏) 
jellemezhető. Ennek értéke egyenlő a film által elfoglalt terület csökkenése (𝐴L) állandó 
nyomáson elosztva a szilárd hordozó azon területével, melyet a réteg borít (𝐴S) (2. egyenlet). 
 𝜏 =
𝐴L
𝐴S
 (2) 
Ideális átvitel esetén 𝜏 = 1,0. Ha 𝜏 értéke kisebb mint 0,95 vagy nagyobb mint 1,05 a réteg 
homogenitása már nem tekinthető megfelelőnek [16]. 
Langmuir-Schaefer-módszer esetében a szilárd hordozóra az első réteget ugyanúgy, a 
Langmuir-Blodgett technikának megfelelően vertikálisan visszük fel, a következő réteget 
azonban már horizontálisan merítjük a filmmel borított vizes fázisba. A technika alkalmas 
mind szimmetrikus mind aszimmetrikus lipid kettősrétegek kialakítására és merevebb filmek 
létrehozására. 
A membrán szerkezetének, alkotóelemeinek valamint a membrán modellezéséhez 
rendelkezésre álló technikák részletesebb kifejtését követően a következőkben szeretném 
részletesebben tárgyalni a membrán-AMP kölcsönhatás vizsgálatához szükséges másik 
partnert, az antimikrobiális peptideket.  
 Antimikrobiális peptidek 2.4.
2.4.1. Az antimikrobiális peptidek csoportosítása 
Az antimikrobiális peptidek (röviden AMP) a peptidek egy egyedi és szerteágazó 
csoportja melyet gerinctelenek, állatok és növények sejtjei egyaránt termelnek [17]. 
Segítségükkel a szervezet hatékonyan tud védekezni a kórokozókkal (pl. baktériumokkal) 
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szemben, anélkül, hogy a szervezet saját sejtjeit károsítaná [18]. Kutatásuk a 19. század végén 
kezdődött különböző szervekből történő izolálásukkal, mely után rövid időn belül kimutatták, 
hogy szelektívek Gram-pozitív és Gram-negatív baktériumokra (a baktériumok sejtfaluk 
szerkezetének különbözőségén alapuló csoportosítás, melyet a Gram-festéssel állapítanak meg 
[19]). Jelentőségüket a gyógyszerkutatásban is hamar felismerték, mint a bakteriális 
fertőzések elleni védekezés egyik forrása. Ennek keretében a szerkezetük, működési 
mechanizmusuk és a szervezetben betöltött szerepük kutatása mellett létrejött egy olyan 
terület is, ami egyedi tulajdonságokkal rendelkező módosított peptidek fejlesztésével 
foglalkozik [20].  
Az antimikrobiális aktivitást és specifikusságot több tényező együttesen határozza meg. 
Ilyen például a peptid mérete, mely 6 aminosavat tartalmazó peptidektől akár 50-60 
aminosavat tartalmazó peptidekig terjedhet. Ide tartozik a peptid szekvencia minősége és az 
AMP töltésviszonya is. A hidrofób és töltött egységek aránya általában 1:1 -2:1 között 
változik. Az anionos peptidek általában aszparaginsavban és glutaminsavban, a kationosak 
pedig argininben és lizinben gazdagok. Egy másik szempont, ami egy AMP aktivitását 
meghatározza a szerkezete. Általában valamilyen határozott másodlagos szerkezettel 
rendelkeznek (𝛼-hélix, antiparallel béta-redő), de lehetnek rendezetlenek is. A rendezettség 
azonban általában növeli az aktivitást. Jellemzőjük az amfipaticitás is, ami lehetővé teszi 
vízben oldható AMP-k esetében a lipid kettősrétegbe való behatolást [1]. Ennek lehetséges 
mechanizmusait a későbbiekben részletesen is tárgyalom. 
A fentebb vázolt tulajdonságok alapján az AMP-ket több csoportra oszthatjuk. A 
természetes antimikrobiális peptidek első alcsoportját anionos peptidek alkotják. Jellemzően 
kisméretűek (700-800 Da), kis koncentrációban termelődnek és aktívak Gram-negatív és 
Gram pozitív baktériumok ellen egyaránt. Többségük sok glutamisavat- és aszparaginsavat 
tartalmaz. A második csoportot olyan pozitív töltésű peptidek alkotják, melyek kisebb 
méretűek (<40 aminosavat tartalmaznak) és nincs bennük cisztein, valamint jellemzően egy 
„hurok” van a közepükön. Vizes oldatokban általában rendezetlen szerkezetűek, de például 
triflouretanolban, vagy foszfolipid liposzómák jelenlétében részben vagy egészben 𝛼-hélix 
szerkezetet vesznek fel. A harmadik csoportba bizonyos aminosavakban gazdag kationos 
peptidek tartoznak. Szintén hiányzik belőlük a cisztein és többségük lineáris szerkezetű. A 
negyedik csoportba olyan kationos peptidek tartoznak, melyek ciszteint tartalmaznak és 
ezáltal diszulfid-hidak kialakítására képesek. Általában béta-redős szerkezetet vesznek fel. 
Végül külön csoportba soroljuk azokat a kationos és anionos antimikrobiális peptideket is, 
melyek egy nagyobb fehérje részei [17]. 
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A természetben is előforduló AMP-k többsége gyógyszerfejlesztésre alkalmatlan. 
Ennek érdekében előtérbe kerültek azon kutatások, melyek egyedi tulajdonságokkal 
rendelkező új szintetikus peptidek fejlesztésére irányulnak. Ezeket a következő csoportokra 
bonthatjuk: AMP utánzók, hibrid AMP-k, kongener AMP-k, ciklotidok, AMP konjugátumok 
és rögzített AMP-k [20]. 
Az AMP utánzók (angolul: AMP mimics), olyan szintetikus molekulák (pl. peptoidok, 
béta-peptidek), melyeket úgy terveznek, hogy tulajdonságaikban utánozzák az adott 
természetes AMP-t. A hibrideket 2-3, a természetben is előforduló AMP aktív részeiből 
szintetizálják abból a célból, hogy egyesítsék az egyedi AMP-k kedvező tulajdonságait. A cél 
általában az antimikrobiális aktivitás, szelektivitás növelése, a toxicitás csökkentése a 
gazdasejtekre nézve, vagy a nagyobb ionerősség melletti aktivitás megőrzése [20]. Ilyen 
peptidnek tekinthető az általunk is vizsgált CM15, mely a Cecropin-A és a melittin bizonyos 
szegmenseinek a hibridje (részletesebben lásd a 2.4.3 fejezetben). 
Kongenernek nevezzük kémiai vegyületek olyan csoportjának egy tagját melyek 
szerkezetükben, eredetükben és funkciójukban hasonlóak vagy megegyeznek [21]. Az AMP 
kongenerek ennek megfelelően olyan molekulák, melyek szerkezetükben és funkciójukban 
egyaránt hasonlítanak a természetben is előforduló antimikrobiális peptidekre, szerkezetük 
azonban bizonyos tulajdonságok erősítésének érdekében módosítva van. Ez történhet például: 
a negyedleges szerkezet relaxációjával; az aminosav 𝛼-helyzetű csoportjának 
szubsztitúciójával a töltés vagy az amfipaticitás megváltoztatásának érdekében; a szekvencia 
N- és C-terminális végeinek szisztematikus csonkításával a legkisebb aktív rész 
megtalálásának érdekében; vagy az előző két lehetőség szimultán alkalmazásával [20]. Ennek 
egy érdekes példája a humán B-defenzin-3-on végzett kutatás [22]. A kutatás során a B-
defenzin C-terminális szekvenciájában lévő ciszteineket szubsztituálták más aminosavakkal 
és ezen kongenerek hatását vizsgálták a P. aeruginosa baktériummal. Mint kiderült, a 
megváltozott szerkezetnek köszönhetően egy bizonyos koncentráció felett a peptid 
dimerizálódás révén olyan strukturális átalakuláson megy keresztül, ami kompaktabb 
szerkezethez és nagyobb pozitív töltéssűrűséghez vezet az eredetihez képest. Ennek hatására 
megnőtt a peptidek modell-lipidekhez való affinitása, valamint a kölcsönhatási felület. A 
kutatás tehát bizonyította, hogy az általuk vizsgált AMP esetében az elektrosztatikus 
kölcsönhatás mértéke az anionos foszfolipidekkel nagyon fontos a mechanizmusra 
vonatkozóan.  
Az AMP-k következő csoportját ciklotidoknak nevezzük [20]. A ciklotidok olyan 
ciklopeptidek melyekben kb. 30 aminosav kapcsolódik egymáshoz ciklikusan, melyet egy 3 
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diszulfid-hidat tartalmazó „cisztein-csomó” stabilizál. A ciklicitásnak és a „cisztein-
csomónak” köszönhetően nagyon ellenállóak többek között a hőmérséklettel vagy enzimekkel 
szemben. 
Érdemes továbbá említést tennünk az AMP konjugátumokról és a rögzített AMP-kről is. 
Előbbiekben az antimikrobiális peptid valamilyen bakteriális kórokozóra specifikus 
antitesthez vagy ligandumhoz kapcsolódik, ami növeli az aktivitást és a szelektivitást 
valamint csökkenti az esetleges mellékhatásokat. De léteznek zsírsavakkal, szteroidokkal 
alkotott konjugátumok is. Hordozók esetében az AMP-t valamilyen hordozófelületre 
(műanyagokra, filmekre, szilikagélre, titán nanorészecskékre stb.) rögzítik, melyek 
segítségével lehetőség nyílik akár élelmiszerek tartósítására vagy implantátumok védelmére, 
hogy csak néhány példát említsünk széleskörű felhasználásukból [20, 23-24]. 
2.4.2. Antimikrobiális peptidek hatásmechanizmusai 
Az antimikrobiális peptidek által okozott sejtpusztulás bizonyos peptidek esetében 
rendkívül gyors, más esetekben akár 15-90 percig is tarthat (pl. magainin 2) [20]. A 
sejtpusztulás lejátszódásának lépései azonban a sebességtől függetlenül elkülöníthetőek és 
megegyeznek az AMP-k jelentős többségénél. 
Ahhoz hogy hatását kifejthesse, az AMP-nek először a baktérium felszínéhez kell 
kapcsolódnia. Ez a kationos vagy anionos peptidek és a baktérium közötti elektrosztatikus 
vonzás révén játszódik le. Az AMP a sejtmembránnal való kölcsönhatás előtt a baktérium 
sejtfalán jut át, ami egy fontos lépés, azonban mechanizmusa kevéssé ismert. Ezt követően 
lépnek kölcsönhatásba a peptidek a lipid kettősréteggel, ami két fizikailag különböző állapot 
révén történik. Kis peptid/lipid arány (P/L arány) esetén az 𝛼-hélix, béta-redős peptidek a 
lipid fejcsoportjain adszorbeálódnak és egy funkcionálisan inaktív állapotban a lipid 
membránnal párhuzamosan beágyazódnak, melynek hatására a membrán megnyúlik (S-
állapot). A lipid elvékonyulása a peptidre jellemző, és arányos az AMP koncentrációjával. A 
koncentráció növekedésével a peptidek a membránra merőleges pozícióban behatolnak a 
kettősrétegbe, ahol transzmembrán pórusokat képeznek (I-állapot). Arra vonatkozóan, hogy 
az I-állapot elérése és a membrán permeabilizáció pontosan milyen mechanizmus szerint 
történik, több elképzelés is született [20, 25]. 
A „barrel-stave” modellben a peptid hélixek egy köteget alkotva ágyazódnak be a lipid 
kettősrétegbe, arra merőlegesen, hidrofób részeikkel a lipid felé, hidrofil részeikkel pedig a 
köteg belseje felé orientálódva. Így a rétegen egy átjárható rés alakul ki (5. ábra). 
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5. ábra. A „barrel-stave” modell [20]. 
Ezen mechanizmus szerint történő permeabilizációt először az alamethicin esetében írták le, 
mely ezt követően alapvető lett a mechanizmusok kutatása esetén [26]. Ennek ellenére az 
alamethicinen kívül kevés peptid esetén sikerült megfelelő bizonyítékot találni az 
emechanizmus szerinti működésre vonatkozóan [27]. 
A „toroidal pore” modellben a peptidek a negatívan töltött bakteriális membránnal való 
kölcsönhatás során 𝛼-hélix másodlagos szerkezetet vesznek fel. Kezdetben a peptid-hélixek a 
lipid kettősréteggel párhuzamosan orientálódva adszorbeálódnak a membrán felszínén (a 
többi modellhez hasonlóan). Az adszorbeálódott peptid hidrofób részei a membránnal való 
kölcsönhatás révén kimozdítják a réteg poláris fejcsoportjait egy görbülő, torzult réteget 
létrehozva (6. ábra). A görbült rész a réteg homogenitásának megtörésén keresztül segíti elő a 
membrán destabilizációját és a peptidekkel való kölcsönhatás fokozódását. Egy bizonyos P/L 
arány elérését követően a peptidek a membránra merőlegesen hidrofób részeikkel a 
foszfolipid szénláncai felé orientálódnak és létrehozzák a transzmembrán pórust. Ebben a 
poláris lipid fejcsoportokból álló és helikális peptid részek váltakoznak. Az így keletkezett 
pórusok véges élettartamúak, meghatározott méretűek, ionszelektívek és stabilitásuk 
fordítottan arányos a peptid töltésével [27]. Ilyen mechanizmus szerint játszódik le a 
membrán permeabilizáció többek között a melittin és a magainin esetében. 
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6. ábra. A „toroidal-pore” modell [20]. 
A „carpet” modell esetében a permeabilizáció szintén a membrán felszínén történő 
akkumulációval kezdődik. A peptidek elektrosztatikus kölcsönhatások révén az anionos 
foszfolipid fejcsoportokhoz kapcsolódnak szőnyegszerűen beborítva a membránt. Magas 
peptidkoncentráció esetén a membrán integritása megszakad és a peptidek a tenzidekhez 
hasonló micellákat képezve darabolják fel a membránt (7. ábra) [20]. 
 
7. ábra. A „carpet” modell [20]. 
Az antimikrobiális peptidek csoportosítása és hatásmechanizmusaik jellemzése után 
térjünk át az általunk vizsgált peptiddel, a CM15-tel folytatott eddigi kutatások áttekintésére. 
2.4.3. A CM15 antimikrobiális peptid 
A CM15 (8. ábra), mint ahogy a neve is utal rá, egy 15 aminosav egységből álló 
antimikrobiális peptid. A cecropin A első hét, és a melittin 2-9 aminosavjának hibridje (1. 
táblázat). A cecropin A egy természetben is előforduló, 37 aminosav egységből álló helikális 
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másodlagos szerkezettel rendelkező AMP, melyet a Hyalophora cecropia nevű selyemlepke 
termel és szelektív a prokariota sejtekre. A melittin egy 26 egységből álló szintén helikális 
szerkezetű toxin, mely az Apis mellifera nevű méh mérgében található és megtámadja mind a 
pro- mind az eukariota sejteket [28]. 
1. táblázat. A CM15 peptid és alkotóinak szekvenciája és töltése. 
Peptid Funkció Szekvencia 
Nettó 
töltés 
Melittin toxin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ +6 
Cecropin 
A 
AMP KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK +7 
CM15 AMP KWKLFKKIGAVLKVL +6 
 
A CM15 első szintetizálása Andreuhoz köthető, aki azzal a céllal hozta létre, hogy 
ötvözze a két peptid kedvező tulajdonságait [29]. Előállítása óta a kettősréteggel való 
kölcsönhatása több kutatás témája lett, melyből néhány jelenleg is tart. Feix és munkatársai 
például a CM15 különböző aminosavait megjelölve vizsgálták a peptid membránba való 
behatolási mélységét, valamint a megkötődés mechanizmusát. Kutatásukból kiderült, hogy 
nagyobb lipid/peptid arányoknál a CM15 𝛼-hélix másodlagos szerkezetet vesz fel, és kb 5 Å 
mélyen hatol be a lipid rétegbe a réteggel párhuzamosan [30, 31]. 
 
8. ábra. A CM15 szokásos reprezentációja. Fehérrel a hidrofób aminosavak, szürkével a hidrofil, nem 
töltött, poláris, míg sötétszürkével a hidrofil, poláris, pozitívan töltött aminosavak [32]. 
Bastos és munkatársai ikerionos DMPC liposzómák és CM15 kölcsönhatását vizsgálta, 
melyből egyrészt arra a következtetésre jutottak, hogy a lipid kettősréteg peptid által történő 
perturbációját a közöttük lévő hidrofób és elektrosztatikus kölcsönhatások egyaránt okozzák. 
Az elektrosztatikus kölcsönhatás révén már nagyon kis koncentráció is elég a kezdeti 
kapcsolódáshoz, ami hosszabb távon a tömbfázis peptidben való elszegényedését vonja maga 
után. Állításuk szerint a CM15 is „toridal-pore” mechanizmus szerint permeabilizálja a 
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membránt, bár egyéb hosszabb szekvenciájú CM peptidekhez képest nagyobb koncentráció 
szükséges hozzá [32]. 
Alfieri és csoportja a CM15 egy-egy jellemző aminosavát ciszteinre cserélték, és 
NaCN-dal reagáltava a ciszteinen lévő tiol-csoportot rodaniddá alakították. Így módosítva 
lehetőségük nyílt a peptid különböző részeinek és a körülötte elhelyezkedő lokális környezet 
(DPC liposzóma vizes oldatban) kölcsönhatásának a szelektív vizsgálatára a C-N rezgési 
módus IR abszorpciójának változásán keresztül. Eredményeik tovább erősítették a 
feltételezést, miszerint a CM15 „toroidal-pore” mechanizmus szerint alkot pórusokat a 
membránon és kizárták a „carpet” modellt, mint lehetséges mechanizmust [33]. 
Érdemes kitérni arra is, hogy miként változik a kölcsönhatás a lipid kettősréteg és a 
peptid között ikerionos, vagy anionos réteg esetében. Tudjuk ugyanis, hogy a baktérium 
sejtmembránja főleg anionos (nagyobb részben DPPG), míg az emlősök membránja ikerionos 
(pl.: DPPC) foszfolipidekből áll [34]. Az AMP-k baktériumokkal és egyéb kórokozókkal való 
szelektív kölcsönhatásában ugyanis pont ezt a különbséget tartják a legjelentősebbnek. Yi 
Wang és munkatársai spektroszkópiai vizsgálatok és molekuladinamikai szimulációk révén 
vizsgálták a CM15 és a negatív töltésű kevert POPG:POPC (1:2), valamint ikerionos POPC 
liposzómák közötti kölcsönhatást. Arra a következtetésre jutottak, hogy a CM15 az anionos és 
ikerionos lipidhez egyaránt kapcsolódik és a rétegbe inzertálódik, habár a beépülés sebessége 
és mértéke az anionos POPC esetében gyorsabb. Érdekes azonban, hogy a két lipid esetében a 
kettősréteggel való elektrosztatikus kölcsönhatás mértékében lévő különbség jelentősen 
lecsökken, amikor a CM15 mélyebbre hatol a kettősrétegben. Ebből arra a saját eredményeink 
szempontjából is fontos következtetésre jutnak, hogy az elektrosztatikus kölcsönhatás csak a 
hosszú távú kötődésben játszik szerepet, melynek révén a peptid közel kerül a lipid 
kettősréteghez. További érdekes eredmény, hogy bár a peptid erős tendenciát mutat 𝛼-hélix 
másodlagos szerkezet kialakítására a membránon belül, azonban a kötődéshez és beépüléshez 
nem szükséges a helikális szerkezet [18, 35]. 
A fentebb idézett kutatásokból tehát láthatjuk, hogy nincs teljesen egységes kép a CM15 
membránnal való kölcsönhatásának mechanizmusára, valamint szerkezetére vonatkozóan, 
ezért indokolt a témában további kutatásokat végezni más módszerekkel is. A továbbiakban 
szeretném bemutatni az összegfrekvencia-keltési spektroszkópiát, mint egy lehetséges 
módszert a peptidek és membránmodellek közötti kölcsönhatás vizsgálatára. 
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 Összegfrekvencia-keltési spektroszkópia 2.5.
Az összegfrekvencia-keltési spektroszkópia (Sum Frequency Generation Vibrational 
Spectroscopy, SFG-VS) egy felületspecifikus technika, mely rezgési spektrumok révén 
határfelületi molekulákról szolgáltat információkat. A technika az összegfrekvencia-keltésnek 
(angolul Sum Frequency Generation, SFG) nevezett nemlineáris optikai jelenségen alapul. 
Összegfrekvencia-keltés például abban az esetben valósul meg, ha megfelelő frekvenciájú 
látható (𝜔VIS), valamint egy hangolható infravörös (𝜔IR) lézerfény térben és időben átfednek 
egy felületen. Ekkor olyan fénynyaláb emittálódik, melynek frekvenciája a két beeső 
lézersugár frekvenciájának összege: 𝜔SFG = 𝜔VIS + 𝜔IR. Ha az infravörös lézer frekvenciája 
rezonanciába kerül a határfelületen lévő molekulák egy rezgési módusával, az SFG intenzitás 
felerősödik. Abban az esetben, ha az infravörös sugár frekvenciájának függvényében 
detektáljuk az SFG intenzitást, lehetőség nyílik rezgési spektrum felvételére a látható 
tartományban detektálva [36]. Az alábbiakban röviden áttekintem az összegfrekvencia-keltés 
elméletét, melyben leginkább A. G. Lambert és munkatársai [36] valamint Keszthelyi T. és 
munkatársai [37] által írt cikkekre hagyatkoztam. 
2.5.1. Nemlineáris optikai jelenségek 
Anyagi közegben terjedő elektromágneses hullám a molekulák vegyértékelektronjaira 
erőt fejt ki. Egy molekula teljes dipólusmomentuma a következőképpen írható fel: 
 𝜇 = 𝜇0 + 𝛼𝐸 (3) 
ahol E az elektromos térerősség, 𝜇0 a molekula permanens dipólusmomentuma, 𝛼 pedig a 
polarizálhatóság. Makroszkópikus közegre nézve a dipólusmomentumok összege 
térfogategységre vonatkoztatva megadja a közeg P polarizációját, mely kis intenzitás esetén 
arányos a térerősséggel, az arányossági tényező pedig a 𝜒(1) elsőrendű elektromos 
szuszceptibilitás, az 𝛼 polarizálhatóság makroszkópikus átlaga. Amennyiben a közeg nem 
rendelkezik permanens polarizációval, az elektromos tér által indukált polarizáció 
következőképpen írható fel: 
 𝑃(𝐸) = 𝜀0𝜒𝐸 (4) 
Abban az esetben, ha az alkalmazott elektromágneses tér nagysága összevethető a 
molekulákban a vegyértékelektronok által tapasztalt elektromágneses térrel, az indukált 
dipólusmomentum leírásában további, nemlineáris tagokat is figyelembe kell vennünk: 
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 𝜇 = 𝜇0 + 𝛼𝐸 + 𝛽𝐸
2 + 𝛾𝐸3 +… (5) 
ahol 𝛽, 𝛾…, az első-, másodrendű stb. hiperpolarizációk. Így ha feltételezzük, hogy a közeget 
alkotó molekulák nem rendelkeznek permanens dipólusmomentummal, a polarizáció a 
következő alakban fejezhető ki:  
 𝑃(𝐸) = 𝜀0(𝜒
(1)𝐸 + 𝜒(2)𝐸2 + 𝜒(3)𝐸3+. . . ) = 𝑃(1) + 𝑃(2) + 𝑃(3) +… (6) 
melyben 𝜒(2), 𝜒(3) másod- és harmadrendű nemlineáris szuszceptibilitás tenzorok.  
Tegyük fel, hogy egy felszínt megvilágítunk két különböző frekvenciájú lézersugárral. 
Ebben az esetben a felszín molekulái által érzékelt elektromos tér a két lézersugár elektromos 
terének összege lesz: 
 𝐸 = 𝐸1 cos(𝜔1𝑡) + 𝐸2 cos(𝜔2𝑡) 
(7) 
Ezen térerősség által keltett polarizáció és így a közeg által indukált elektromos térerősségek a 
következőképpen fejezhetőek ki: 
 
𝑃(𝐸) = 𝜀0𝜒
(1)(𝐸1 cos 𝜔1𝑡
+ 𝐸2 cos 𝜔2𝑡) + 𝜀0𝜒
(2)(𝐸1 cos 𝜔1𝑡 + 𝐸2 cos 𝜔2𝑡)
2 
(8) 
Az 8. egyenlet második tagját, vagyis a másodrendű polarizációt kifejtve: 
 𝑃(2) = 𝜀0𝜒
(2)(𝐸1
2cos2𝜔1𝑡 + 𝐸2
2 cos2 𝜔2𝑡 + 2𝐸1𝐸2 cos 𝜔1𝑡 cos 𝜔2𝑡) (9) 
A cos(𝑥)2-re és cos(𝑥) cos(𝑦)-ra vonatkozó trigonometrikus azonosságokat figyelembe véve 
az egyenlet az alábbi tagokra bomlik: 
 
𝑃(2) =
𝜀0𝜒
(2)
2
(𝐸1
2 + 𝐸2
2 + 𝐸1
2cos 2𝜔1𝑡
+ 𝐸2
2cos 2𝜔2𝑡 + 2𝐸1𝐸2 cos(𝜔1 − 𝜔2)𝑡 + 𝐸1𝐸2cos(𝜔1
+ 𝜔2)𝑡) 
(10) 
Látható tehát, hogy a polarizáció révén a kibocsátott sugárzás a gerjesztő sugárzás 
frekvenciájától eltérő összeg- és különbségfrekvenciájú komponenseket is tartalmaz. 
Abban az esetben, ha a tér időfüggését nem jelöljük explicit, a másodrendű nemlineáris 
polarizáció összegfrekvenciás komponensét az alábbi, egyszerűbb formában is felírhatjuk: 
 𝑃(2) = 𝜀0𝜒
(2)𝐸1𝐸2 (11) 
Ahhoz azonban, hogy az összegfrekvencia keltést megvalósítsuk a látható és az infravörös 
sugárzás – a határfelületen történő – térbeli és időbeli átlapolása szükséges. A keletkező 
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összegfrekvenciás jel irányát a gerjesztő sugárzások felszínnel párhuzamos hullámvektor 
komponeneseinek megmaradása szabja meg („phase matching condition”):  
 𝑛𝑆𝐹𝑘𝑆𝐹 sin 𝜃𝑆𝐹 = 𝑛𝑉𝐼𝑆𝑘𝑉𝐼𝑆 sin 𝜃𝑉𝐼𝑆 ± 𝑛𝐼𝑅𝑘𝐼𝑅 sin 𝜃𝐼𝑅 (12) 
ahol 𝑛 a közeg törésmutatója melyen a hullám áthalad, 𝜃 a hullámnak a felület normálisával 
bezárt szöge, 𝑘 = 𝜔/𝑐. 
A 11. egyenlet a másodrendű polarizáció elektromos terektől való függésének általános 
formája. Ahhoz, hogy könnyebben értelmezhetővé tegyük érdemes kifejtenünk egy alkalmas 
koordinátarendszerben. Lévén, hogy 𝜒(2) matematikailag egy harmadrendű tenzor, a 
derékszögű koordinátarendszerben 27 komponenssel rendelkezik, melynek minden 
komponense az alkalmazott vektorok egy kombinációját jelenti. Ennek tükrében átírva 8. 
egyenletet, az i irányú polarizáció j és k irányú elektromos terek esetén a következő alakot 
ölti: 
 𝑃𝑖,𝑆𝐹
(2)
= 𝜀0𝜒𝑖𝑗𝑘
(2)
𝐸𝑗,𝑉𝐼𝑆𝐸𝑘,𝐼𝑅 (13) 
Ez azonban a polarizáció leírásának csak 1/27-ed része. A teljes polarizáció ennek tükrében a 
következő összegzés eredménye: 
 𝑃𝑆𝐹
(2)
= ∑ 𝑃𝑖,𝑆𝐹
(2)
=
𝑥,𝑦,𝑧
𝑖
∑ ∑ ∑ 𝜀0𝜒𝑖𝑗𝑘
(2)
𝑥,𝑦,𝑧
𝑘
𝑥,𝑦,𝑧
𝑗
𝑥,𝑦,𝑧
𝑖
𝐸𝑗,𝑉𝐼𝑆𝐸𝑘,𝐼𝑅 (14) 
Az egyszerűség kedvéért a továbbiakban tekintsünk el a teljes polarizáció kifejtésétől és 
vizsgáljuk tovább a 13. egyenletnek megfelelően egyetlen komponensét. A 13. egyenletben 
leírt elektromos terek a felszínen a molekulák által érzékelt lokális tereket jelölik. A felszínre 
beeső, térben és időben átlapoló terekből a felszínen a molekulák által érzékelt teret az 
úgynevezett Fresnel-koefficiensek és -egyenletek segítségével számolhatjuk. Segítségükkel 
meghatározható a közegen áthaladó és visszaverődő sugárzás aránya. Hatásukat egy K 
faktorban vesszük figyelembe, melynek részletes kifejtésétől jelen dolgozatban eltekintek. 
Ezen megfontolások alapján már felírhatjuk a gerjesztő nyalábok által keltett polarizációt a 
felszínen: 
 𝑃𝑖,𝑆𝐹
(2)
= 𝜀0𝜒𝑖𝑗𝑘
(2)
𝐾𝑗𝐸𝑉𝐼𝑆
𝐼 𝐾𝑘𝐸𝐼𝑅
𝐼  (15) 
ahol 𝐸𝐼  a beeső hullámok elektromos térerősség vektorai. Hogy a gyakorlatban ezen vektorok 
milyen térerősség komponensekkel rendelkeznek, a hullámok polarizációján múlik (9. ábra). 
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9. ábra. a) a kölcsönhatási pontra fixált derékszögű koordinátarendszer. A beeső és visszavert sugarak 
az xz síkban terjednek. b),c) s és p polarizáltságú sugárzás [11]. 
Abban az esetben, hogyha a hullám elektromos térerőssége merőleges a beesési síkra, s 
polarizációjú, ha párhuzamos azzal, p polarizációjú hullámról beszélünk. A választott 
koordinátarendszerben már könnyen beláthatjuk, hogy az s polarizációjú hullám csak 𝐸𝑦 
térkomponenssel, míg a p polarizációjú 𝐸𝑥, 𝐸𝑧 komponensekkel rendelkezik. Alkalmasan 
megválasztott koordinátarendszer esetén tehát a beeső nyalábok hatására keltett polarizációt a 
következő formába írhatjuk át: 
 𝑃𝑖,𝑆𝐹
(2)
= 𝜀0𝜒𝑖𝑗𝑘
(2)
𝐾𝑗𝐸𝑝/𝑠,𝑉𝐼𝑆
𝐼 𝐾𝑘𝐸𝑝/𝑠,𝐼𝑅
𝐼  (16) 
A nemlineáris kölcsönhatás révén indukált polarizáció a felületen meghatározott szögben 
elektromágneses hullámot kelt. A keltett hullám elektromos térerőssége és az másodrendű 
polarizáció közötti összefüggést a nemlineáris Fresnel-féle L-faktorok segítségével adhatjuk 
meg: 
 𝐸𝑖,𝑆𝐹 = 𝐿𝑖𝑃𝑖,𝑆𝐹
(2)  (17) 
A felületről emittálódó összegfrekvenciás hullám intenzitása arányos a hullám elektromos 
térerősségének és így a felületen keltett polarizációnak abszolútérték-négyzetével: 
 𝐼𝑝,𝑆𝐹 ∝ |𝐸𝑥,𝑆𝐹|
2
+ |𝐸𝑧,𝑆𝐹|
2
∝ |𝐿𝑥𝑃𝑥,𝑆𝐹
(2) |
2
+ |𝐿𝑧𝑃𝑧,𝑆𝐹
(2)
|
2
 (18) 
 𝐼𝑠,𝑆𝐹 ∝ |𝐸𝑦,𝑆𝐹|
2
∝ |𝐿𝑦𝑃𝑦,𝑆𝐹
(2) |
2
 (19) 
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A keletkező elektromágneses hullám frekvenciája a 9. egyenlet értelmében a két beeső hullám 
frekvenciájának összege, intenzitása pedig arányos a keltett polarizáció abszolútérték-
négyzetével. 
2.5.2. Másodrendű nemlineáris szuszceptibilitás, 𝝌(𝟐) 
A 16. valamint 18. és 19. egyenleteteket összevetve azt a megállapítást tehetjük, hogy 
bár az intenzitást több tag együttesen befolyásolja, a másodrendű nemlineáris szuszceptibilitás 
az egyetlen tag, melynek értéke jelentősen függ az infravörös fény frekvenciájától, ennek 
következtében ez az a tag, melyből a molekularezgésekre vonatkozó információ nyerhető. 
𝜒(2) pedig a 𝛽 elsőrendű molekuláris hiperpolarizálhatóság makroszkopikus átlaga. Ha az 
infravörös lézersugár frekvenciája rezonanciába kerül a felületen lévő molekulák egyik 
rezgési módusával, a 𝛽 hiperpolarizálhatóság és ebből kifolyólag a 𝜒(2) is megváltozik, ami 
az SF intezitás növekedéséhez vezet. A gerjesztőfrekvencia és 𝜒(2) másodrendű 
szuszceptibilitás között a következő összefüggés érvényes: 
 𝜒(2) = 𝜒𝑁𝑅
(2) + 𝜒𝑅
(2) = 𝜒𝑁𝑅
(2) + ∑
𝑁
𝜀0
∑ 〈𝑅(𝜓)𝑅(𝜃)𝑅(𝜙)𝛽𝛼𝛽𝛾〉𝛼𝛽𝛾
𝜔𝑚 − 𝜔𝐼𝑅 − 𝑖Γ𝑚
𝑚
 (20) 
ahol 𝜔𝐼𝑅 az infravörös lézer frekvenciája, 𝜔𝑚 a molekularezgés frekvenciája Γ𝑚 pedig a 
gerjesztett állapot relaxációs ideje. 𝑁 a térfogategységre vett molekulák száma, 
𝑅(𝜓), 𝑅(𝜃), 𝑅(𝜙) a laboratóriumi és molekuláris koordinátarendszereket egymásba átvivő 
rotációs mátrixok, 𝛽𝛼𝛽𝛾 az elsőrendű molekuláris hiperpolarizálhatóság, 𝛼, 𝛽, 𝛾 a molekuláris 
koordinátarendszer egységvektorai, <> pedig a molekulák orientációeloszlása szerint vett 
átlagolást jelenti. A 𝛽𝛼𝛽𝛾 hiperpolarizálhatóság egyszerűsített kvantummechanikai kifejtése a 
következő: 
 𝛽𝛼𝛽𝛾 =
1
2ℏ
𝑀𝛼𝛽𝐴𝛾
𝜔𝑚 − 𝜔𝐼𝑅 − 𝑖Γ𝑚
 (21) 
ahol 𝑀𝛼𝛽 , 𝐴𝛾 a Raman és infravörös átmeneti momentumok. Ennek alapján látszik az SFG 
egyik legfontosabb kiválasztási szabálya, mely szerint egy rezgési állapot csak akkor lehet 
SF- aktív, hogyha mind Raman-, mind infravörös-aktív. 
A 20. egyenletet egyszerűbb formában felírva kapjuk az alábbi egyenletet, mely az 
összegfrekvencia-keltési spektroszkópia alapegyenlete: 
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 𝜒(2) = 𝜒𝑁𝑅
(2) + ∑
𝜒𝑚
(2)
𝜔𝑚 − 𝜔𝐼𝑅 − 𝑖Γ𝑚
𝑚
 (22) 
ahol 𝜒𝑚
(2) a rezonáns amplitúdó. A 22. egyenletből az is látszik, hogy a szuszceptibilitás 
felbontható egy rezonáns és nemrezonáns járulékra. Amennyiben a vizsgált molekuláink egy 
olyan felületen adszorbeálódnak (pl. fémhordozók) amely SF aktív, a felület viselkedését a 
𝜒𝑁𝑅
(2) tag segítségével vehetjük figyelembe. Ellenkező esetben elhanyagolható. A 22. 
egyenletből látható, hogy mind a rezonáns, mind a nemrezonáns tag komplex mennyiség, 
mivel a szuszceptibilitási tenzor magnitúdóval és fázissal egyaránt rendelkezik. 
Polárkoordináta-rendszerben a rezonáns tagra ez a következőképpen írható fel: 
 𝜒𝑅,𝑖𝑗𝑘
(2) =  |𝜒𝑅,𝑖𝑗𝑘
(2) | ∙ 𝑒𝑖𝛿(𝜔𝐼𝑅) (23) 
ahol 𝛿(𝜔𝐼𝑅) a renzonáns szuszceptibilitás fázisa (tulajdonképpen a beeső sugárhoz képesti 
fáziseltolódás). Az, hogy a különböző tenzorkomponensek mennyire fednek át egy bizonyos 
frekvencián, függ az egyes komponensek fázisaitól, ezért mindenképpen érdemes 
megemlítenünk őket. A 𝜒𝑅
(2) rezonáns tag mellett 𝜒𝑁𝑅
(2) taghoz természetesen ugyanúgy 
szükséges fázist rendelni. 
2.5.3. Felületi specifitás 
Az SFG legnagyobb előnye a hagyományos IR-spektroszkópiához képest, hogy 
specifikusan vizsgálható vele a határfelület. A következőekben fejtsük ki kicsit részletesebben 
ennek az okát.  
Inverziós szimmetriával rendelkező közegben 𝜒𝑖𝑗𝑘
(2) értéknek két ellentétes irányban 
egyenlőnek kell lennie: 
 𝜒𝑖𝑗𝑘
(2) = 𝜒−𝑖−𝑗−𝑘
(2)  (24) 
Azonban ha az 𝑖̂ inverziós operátorral az 𝐸 és P vektorokra hatunk, azok előjelet váltanak: 
 𝑖̂ 𝑃(2) = −𝑃(2) (25) 
 𝑖̂ 𝐸 = −𝐸 (26) 
Melyből következik, hogy 𝜒𝑖𝑗𝑘
(2)-nak is előjelet kell váltania: 
 𝜒𝑖𝑗𝑘
(2) = −𝜒−𝑖−𝑗−𝑘
(2)  (27) 
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A fizikai (24. egyenlet) és a matematikai feltétel (27. egyenlet) csak akkor teljesülhet 
egyszerre, ha 𝜒𝑖𝑗𝑘
(2) = 0, ebből viszont az SFG szempontjából az a nagyon fontos következtetés 
vonható le, miszerint inverziós centrummal rendelkező közegben az összegfrekvencia-keltés 
tiltott, onnan jelet nem kapunk. A tömbfázisbeli közeg az esetek többségében 
centroszimmetrikusnak tekinthető, tehát az SFG segítségével specifikusan vizsgálható két 
közeg közötti határfelület, lévén, hogy ott a centroszimmetria szükségszerűen megtörik. 
Egy olyan felület esetében amely 𝐶∞ szimmetriával rendelkezik (a felület szimmetrikus és 
izotróp a felületi normálisra vonatkoztatva), a 𝜒𝑖𝑗𝑘
(2) nemlineáris szuszceptibilitás-tenzornak 
csak 4 független, nullától eltérő tagja lesz, melyek a besugárzó és összegfrekvenciás nyalábok 
polarizációjának változtatásával mérhetőek: 
 𝜒𝑧𝑥𝑥
(2) (≡ 𝜒𝑧𝑦𝑦
(2) ), 𝜒𝑥𝑧𝑥
(2) (≡ 𝜒𝑦𝑧𝑦
(2) ), 𝜒𝑥𝑥𝑧
(2) (≡ 𝜒𝑦𝑦𝑧
(2) ), 𝜒𝑧𝑧𝑧
(2)  (28) 
2.5.4. SFG spektrumok jellegzetes tartományai 
A lipid mono- és kettősrétegek vizsgálata esetén az egyik legtöbb szerkezeti információt 
hordozó régió a C-H rezgési módusok tartománya (2800-3000 cm-1). Az ebben a 
tartományban jellemző csúcsokat a 2. táblázatban foglaltam össze. 
2. táblázat. C-H tartományban detektálható sávok centrumai. 
Módus Leírás Hullámszám (cm-1) 
𝑟+ szimmetrikus CH3 nyújtás 2874 
𝑟𝐹𝑅
+  szimmetrikus CH3 nyújtás (fermi-rezonancia) 2933 
𝑟− anti-szimmetrikus CH3 nyújtás 2962 
𝑑+ szimmetrikus CH2 nyújtás 2846 
𝑑− anti-szimmetrikus CH2 nyújtás 2916 
A metil/metilén csoportokhoz tartozó csúcsok intenzitásarányának analízise segítségével 
képet kaphatunk a réteg rendezettségéről, fázisállapotáról. A 3000-3700 cm-1 tartományban 
található vízmolekulák O-H rezgései révén a réteg elektromos állapotáról, töltésviszonyáról 
kaphatunk képet. Peptidek vizsgálata esetében az N-H rezgésekhez tartozó csúcsok szintén 
ebben a tartományban találhatóak. A 2000-2300 cm-1 hullámszám tartományban találhatóak a 
deuterált metil-csoportok nyújtási rezgéseinek sávjai, melyek a C-H tartományhoz hasonló 
információkat szolgáltatnak. 1600-1700 cm-1 között az amid kötésben lévő karbonil-csoportok 
nyújtási rezgéseinek sávjai (amid I, II) találhatóak, melyek a peptid másodlagos szerkezetének 
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szempontjából érdekesek. A spektrumban előforduló sávokat és az abból nyerhető 
információkat a továbbiakban a 2.6. fejezetben tárgyalom. 
 Lipid kettősrétegek és peptidek kölcsönhatásának vizsgálata 2.6.
összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával 
Az összegfrekvencia-keltési spektroszkópia az elmúlt három évtizedben sokoldalú és 
rendkívül jól alkalmazható módszerré nőtte ki magát határfelületi jelenségek vizsgálatára, 
mivel a módszer elméletéből adódóan szelektív (lásd 2.5 fejezet), valamint kevés mintát 
igényel és az események valós időben is követhetőek általa. Az SFG lehetővé teszi a 
határfelületi rétegben lévő molekulák meghatározását funkciós csoportjaik révén, valamint 
információt szolgáltat a határfelületi struktúráról és a felszínt alkotó molekulák 
orientációjáról, eloszlásáról. Ennek alapján széleskörűen alkalmazható lipidek és peptidek 
szerkezetének és kölcsönhatásainak vizsgálatára [38]. 
Összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával a CM15 és lipid kettősrétegek közötti 
kölcsönhatást még nem vizsgálták, azonban számos, a témához szorosan kapcsolódó munka 
született. Így az alábbiakban szeretnék egy rövid áttekintést nyújtani az általunk végzett 
kutatás szempontjából releváns irodalomból.  
Mint a 2.3. fejezetben is említettem, a biológiai membránok egyik lehetséges modellje a 
szilárd hordozóra felvitt szintetikus kettősréteg. Az SFG rendkívül jól alkalmazható ilyen 
szintetikus kettősrétegek vizsgálatára, mivel a többi optikai technikától eltérően semmilyen 
módosítást nem kell rajta végeznünk mely a kettősréteg szerkezetét megváltoztatva mérési 
hibákat eredményezhetne (pl. fluoreszcens jelölés). Egyedül izotópos jelölést szükséges 
használnunk, annak érdekében, hogy ne alakuljon ki a kettősrétegben inverziós centrum. 
Ennek megfelelően az egyik réteget deuterálni kell, így azonban mindkét réteg szerkezetének 
különálló vizsgálatára nyílik lehetőségünk eltérő rezgési frekvenciáik által [38]. Az így 
módosított kettősréteg segítségével azonban a réteg több tulajdonsága is viszonylag 
egyszerűen mérhető lesz. SFG segítségével, a funkciós csoportok orientációjának vizsgálata 
által meghatározták például azt, hogy az LB/LS technikák közötti különbség sincs hatással a 
kialakult lipid kettősréteg szerkezetére [39]. A lipid kettősrétegek szempontjából fontos 
tulajdonságok a rétegek közötti transzlokáció mértéke, az úgynevezett flip-flop effektus, 
valamint a fázisátmeneti hőmérséklet (lásd. 2.1 fejezet), mely SFG segítségével szintén 
mérhető [40-41]. Bizonyos kutatások a kettősréteg és a koleszterin közötti kölcsönhatásokra 
fókuszáltak [42] a mi szempontunkból azonban a peptidek (ezen belül is az antimikrobiális 
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peptidek) és a foszfolipid kettősréteg közötti kölcsönhatás a legérdekesebb, mellyel szintén 
több kutatócsoport foglalkozott az elmúlt évek során. 
A lipidek és peptidek közötti kölcsönhatásokat összegfrekvencia-keltéssel vizsgálók 
közül az egyik első kutatást Cramer és kollégái végezték. Ők a Gramicidin A nevű peptid 
orientációját vizsgálták a Gramicidin A oldalláncainak C-H rezgés módusaiból kapható jelek 
segítségével DMPC monoréteg jelenlétében, különböző koncentrációk és oldalnyomás 
esetében. Eredményeik rámutattak, hogy a Garmicidin A orientációja koncentrációfüggő, 
valamint, hogy a lipid hidrofil és hidrofób részeinek orientációja párhuzamosan változik az 
oldalnyomás növelésével [43]. 
Számunkra még érdekesebbek a Zhan Chen és munkatársai által végzett kutatások, 
melyekben a melittin és DPPG kettősrétegek közötti kölcsönhatást vizsgálták [44, 45]. Mind 
az általuk alkalmazott módszerek, mind amiatt, hogy a CM15 hibrid peptid egyik összetevője 
a melittin szekvenciájának egy része, érdemes eredményeiket egy kicsit részletesebben is 
tárgyalnunk. Az általuk végzett kutatásokban szilárd hordozónak SiO2 és CaF2 prizmákat 
választottak az eltérő spektrális tulajdonságaik (a CaF2 prizma szélesebb tartományban engedi 
át az IR fényt) és töltési viszonyuk miatt. Négy különböző kettősréteget készítettek LB/LS 
technikával: DPPG/dDPPG, dDPPG/DPPG, dDPPG/dDPPG, DPPG/DPPG, ahol az első 
mindig a prizmához közelebbi, a második a prizmától távolabbi réteget jelöli. Az elkészített 
rétegekről a 10. ábrán látható spektrumokat vették fel. 
 
10. ábra. DPPG kettősrétegek SiO2 és CaF2 prizmákon [44]. 
A színképekben 2875 cm-1-nél és 2940 cm-1-nél látható az intenzív metil szimmetrikus rezgés 
és annak Fermi-rezonanciája. 3180 cm-1-nél és 3400 cm-1-nél láthatjuk a szimmetrikus 
nyújtási O-H rezgések sávjait. Az aszimmetrikus kettősrétegek (dDPPG/DPPG, 
DPPG/dDPPG) intenzív és állandó C-H jeleiből arra következtettek, hogy a LB/LS 
technikával készült kettősrétegek stabilak és rendezettek mindkét hordozó esetében. A 
szimmetrikus kettősrétegek esetén (DPPG/DPPG, dDPPG/dDPPG) látott gyenge jelek arra 
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utalnak, hogy a két réteg szerkezete gyakorlatilag megegyezik, így a kialakuló 
centroszimmetria miatt nem láthatóak C-H sávok. A teljesen eltérő intenzitású O-H sávok a 
CaF2 és a SiO2 eltérő töltésviszonyaiból erednek, mivel a CaF2 prizma pH = 7-en 
semlegesnek tekinthető, a víz sokkal kevésbé rendeződik. A SiO2 prizma ezzel ellentétben a 
szilanol-csoportok révén enyhén negatív töltésű, melynek hatására elektromos kettősréteg 
alakul ki, amely orientálja a vízmolekulákat, intenzív O-H sávokat eredményezve. Látható, 
hogy a SiO2 prizma esetén felvett spektrumokon az O-H sávok a C-H sávokkal átfednek, mely 
megnehezíti a spektrum kiértékelését. A melittin (a CM15-höz hasonlóan) erősen pozitív 
töltésű, így a SiO2 prizmával kialakuló elektrosztatikus kölcsönhatás kellően nagy lehet 
ahhoz, hogy befolyásolja a mérési eredményeket. Állításuk szerint tehát a CaF2 prizma 
használata sokkal kedvezőbb, az egyébként sokkal elterjedtebb és olcsóbb SiO2 prizmához 
képest, ezért a melittinnel végzett méréseiket már CaF2 prizmán végezték [44] 
A kettősréteg melittinnel való kölcsönhatását és koncentrációfüggését spektrumok 
felvételével és bizonyos karakterisztikus csúcsok intenzitásának időfüggő mérésével vizsgálva 
több érdekes következtetésre is jutottak. 
 
11. ábra. Melittin kölcsönhatása DPPG kettősréteggel különböző koncentrációk esetén [44]. 
Egyrészt a melittin hozzáadása után első lépésben az O-H csoportok jeleinek intenzitása 
kezdett el csökkeni, mely a peptid és a negatív töltésű lipid kettősréteg között kialakuló 
elektrosztatikus kölcsönhatásra és a töltések semlegesítődésére vezethető vissza. Ezt követően 
a peptid kölcsönhatásba lépett a kettősréteg mindkét rétegével, melynek bizonyítéka a 
rétegből jövő C-H és C-D sávok intenzitásának gyors változása. Állításuk szerint a 
kölcsönhatás lehet a peptid által okozott direkt perturbáció, vagy történhetett valamilyen 
szerkezeti egység (pl pórusok, aggregátum) kialakításán keresztül, az viszont biztosan 
állítható, hogy a fent leírt mechanizmus koncentrációfüggő (11. ábra) [44]. A Z. Chen és 
munkatársai által végzett kutatás nemcsak az alkalmazott módszereik miatt releváns 
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számunkra, hanem azért is, mert megmutatja, hogy mennyire ígéretes technika az 
összegfrekvencia-keltési spektroszkópia a lipid kettősrétegek és biomolekulák szerkezetének, 
kölcsönhatásának, működési mechanizmusainak vizsgálatára. 
Az összegfrekvencia-keltési spektroszkópia segítségével nemcsak közvetett, a lipid 
kettősrétegből származó jelek segítségével következtethetünk kölcsönhatásra, hanem a 
peptidből származó amid rezgések jeleinek követésén keresztül is. Az amid rezgések 
energetikailag három különböző tartományra oszthatóak, az úgynevezett amid I, amid II és 
amid III rezgésre. Az amid I rezgés frekvenciája (a rezgés amplitúdójának jelentősebb részét a 
C=O nyújtási rezgés, kisebb részét a C-N nyújtási rezgés adja) jelentősen függ a peptid 
másodlagos szerkezetétől, valamint az oldalláncok minőségétől (3. táblázat) [46]. Ennek 
vizsgálatával információkat kaphatunk a peptid másodlagos szerkezetére vonatkozóan. 
3. táblázat. Peptidek különböző másodlagos szerkezeteinek jellemző frekvenciái az amid I sávban 
[46]. 
Másodlagos 
szerkezet 
Szimmetria 
SFG-aktív 
módus 
Csúcs középpontja 
(cm-1) 
psp polarizációval 
mérhető-e? 
𝛼-hélix 𝐶18/5 A, E1 ~1655 Nem 
310-hélix 𝐶3𝑣 A, E1 ~1635 Nem 
Antiparallel 𝛽-
redő 
𝐷2 
B1 
B2 
B3 
~1685 
~1630 
~1720 
Igen 
Igen 
Igen 
Parallel 𝛽-redő 𝐶2 
A 
B 
~1625 
~1670 
Igen 
Igen 
Látható, hogy a színképeket az amid I sávok tartományában felvéve, a csúcs középpontjának 
helyzetéből következtetni tudunk a peptid másodlagos szerkezetére.  
Shuji Ye és munkatársai például az amid I sávok analízisével sikeresen megállapították, 
hogy az Alamethicin DMPC kettősréteggel kölcsönhatva milyen másodlagos szerkezetet vesz 
fel. 
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12. ábra. Alamethicin kölcsönhatása DMPC kettősréteggel, amid I spektrum [47]. 
A 12. ábrán látható spektrum csúcsaiból arra következtettek, hogy az Alamechitin 
szekvenciája tartalmaz 𝛼-hélix (~1670 cm-1 hullámszámnál jelentkező intenzív csúcs) 
valamint 310-hélix (erre utal a ~1635 cm
-1 hullámszámnál jelentkező váll, valamint az, hogy 
az 𝛼-hélix-hez tartozó csúcs 1650 cm-1 helyett 1670 cm-1 hullámszámnál jelentkezik) 
másodlagos szerkezetű rész is. Ezzel ők voltak az elsők, akik az összegfrekvencia-keltési 
spektroszkópia segítségével az amid I sávok analízisének révén 310-hélix szerkezetű peptidet 
is kimutattak [47]. Látható tehát, hogy az amid I sáv vizsgálatával hasznos információk 
nyerhetőek a peptid szerekzetére vonatkozóan. A mérést jelentősen megnehezíti azonban, 
hogy az 𝛼-hélix másodlagos szerkezettel rendelkező és a rendezetlen szerkezetű peptidek 
amid I rezgésének csúcsmaximuma alapvetően egyformán ~1650 cm-1 környékén van [48]. 
Erre a problémára megoldás lehet, ha királis összegfrekvencia-keltési spektroszkópiát 
alkalmazunk, lévén, hogy a helikális szerkezetű peptidek királisak. Tekintsük át röviden 
ennek alapjait. Ahogy a 2.5.2. fejezetben már tárgyaltuk, a határfelület szerkezetére és 
molekuláinak orientációjára vonatkozó információt a másodrendű nemlineáris 
szuszceptibilitás tenzorból nyerhetünk. Mivel mind az IR, a látható és az összegfrekvenciás 
(SF) jel s, vagy p polarizációjú lehet, összesen nyolc polarizációkombináció írható fel, melyek 
a következők: ppp, pps, psp, pss, spp, sps, ssp, sss. Ebből a nyolcból, három kombináció, a 
psp, spp és pps használható királis felszínek és ezáltal királis molekulák vizsgálatára. psp 
polarizáció esetében a 27 tenzor komponensből 4 lesz releváns: 𝜒𝑥𝑦𝑥, 𝜒𝑥𝑦𝑧 , 𝜒𝑧𝑦𝑥 és az 𝜒𝑧𝑦𝑧. 
Különböző szimmetria megfontolások alapján azonban 𝐶∞ szimmetriával rendelkező felszín 
esetén, az egyetlen nullától eltérő nemlineáris tenzor komponens a 𝜒𝑧𝑦𝑥 lesz. Ez a 𝜒𝑧𝑦𝑥 
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komponens csak akkor lesz nullától különböző, hogyha a felület királis. Ennek megfelelően a 
psp (és hozzá hasonlóan az spp és pps) polarizáció kombináció segítségével további 
információkat nyerhetünk a peptidek másodlagos szerkezetéről [49]. 
Érdekes megnéznünk egy konkrét példán, milyen információkat szerezhetünk a 
szerkezetre vonatkozóan, ha alkalmazzuk a királis spektroszkópiát. Fu és munkatársai több 
peptid szerkezetét vizsgálták királis spektroszkópia segítségével, melynek eredményeit a 13. 
ábrán foglalták össze. 
 
13. ábra. Eltérő másodlagos szerkezettel rendelkező peptidek spektrumai királis SFG-vel mérve [48]. 
Látható, hogy az amid I sávoknál felvett spektrumokat az N-H rezgési módusokból származó 
sávoknál felvettekkel kiegészítve gyakorlatilag komplementer információkat nyerhetünk a 
szerkezetrőlés egy peptidről egyszerűen megállapíthatjuk a másodlagos szerkezetét.  
Érdemes továbbá megemlíteni egy másik módszert, mely lehetőséget ad a peptid 
másodlagos szerkezetének meghatározására a határfelületen. Mint korábban említettük, az 
alapvető probléma az amid I régióval, hogy az eltérő szerkezeteket reprezentáló sávok 
viszonylag kis frekvencia-tartományban (1600-1700 cm-1) koncentrálódnak, rendezetlen és 𝛼-
hélix szerkezettel rendelkező szerkezetek esetén ráadásul át is fednek. Az amid I sávok 
ráadásul átfedésben vannak a vízmolekulák hajlítási rezgési módusának sávjaival 
(~1645 cm-1), ami mérési hibát okozhat. Shuji Ye-nek és munkatársainak azonban elsőként 
sikerült színképeket felvenni az amid III régióban is, melyben a különböző szerkezetekhez 
tartozó sávok sokkal jobban szétválnak, és a vízgőznek sincs elnyelése ebben a tartományban 
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(1200-1350 cm-1). Az amid I régióval összevetve így már lehetőségük nyílt az általuk vizsgált 
peptid szerkezetének meghatározására [50]. 
Összességében tehát elmondható, hogy összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával igen 
tág lehetőségeink vannak a peptidek és lipidek közötti kölcsönhatás vizsgálatára, a peptidek 
szerkezetének meghatározására. A modell membrán két rétegét lehetőségünk van külön-külön 
vizsgálni az izotópos jelzés segítségével a C-H, C-D és O-H régióban, míg a peptid 
másodlagos szerkezetére vonatkozó információkat az amid I, amid III, N-H régió 
vizsgálatával, valamint királis spektroszkópiai módszerek alkalmazásával nyerhetünk. 
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3. Célkitűzés 
A szakdolgozati munkám célja a CM15 antimikrobiális peptid és a sejtmembrán közötti 
kölcsönhatás tanulmányozása volt. A membrán modellezéséhez foszfolipid kettősréteget 
alkalmaztam, a vizsgálatokat összegfrekvencia-keltési spektroszkópia segítségével végeztem. 
Elsődlegesen azt tűztük ki célul, hogy az összegfrekvencia-keltési spektroszkópia 
segítségével is megerősítsük a CM15 és a membrán közötti kölcsönhatás jelenlétét, valamint 
meghatározzuk ennek koncentrációfüggését. Ezt eltérő szilárd hordozókon kialakított lipid 
kettősrétegeken végzett mérések segítségével kívántuk megvalósítani elsődlegesen kvalitatív 
úton, amihez főleg az SFS által felvehető C-H és C-D színképek elemzéséből indultam ki. 
További célunk az volt, hogy az amid I és N-H tartományban felvett spektrumok 
segítségével a kölcsönhatás bizonyításán túl a peptid szerkezetére vonatkozólag is 
információkat szerezzünk. Ez a kutatócsoporton belül egy viszonylag új területnek számít, 
mivel peptidekre vonatkozólag az amid I és N-H régiókban eddig még nem folytak 
vizsgálatok. Ebből következően feladataim közé tartozott az is, hogy az ehhez alkalmas 
módszer kikísérletezésében segítséget nyújtsak. Fontosnak tartottuk továbbá, hogy 
meghatározzuk, mik azok az előnyök és korlátok melyek az összegfrekvencia-keltési 
spektroszkópiát, mint módszert jellemzik a kölcsönhatás vizsgálatakor. 
Végül munkánkkal az is célunk volt, hogy a csoportunkban a CM15-re vonatkozó 
átfogó biofizikai (CD, LD, IR spektroszkópia, SAXS) kutatást kiegészítsük az 
összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával végzett mérésekkel. 
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4. Anyagok és módszerek 
 Kísérleti anyagok 4.1.
A CM15 foszfolipid kettősréteggekkel való kölcsönhatásának vizsgálata során a 
következő lipideket használtam fel. 
Dipalmitoil-foszfatidil-glicerin, (DPPG): M =  744.95 g/mol, tisztaság: >99%, Avanti 
Polar Lipids Inc. 
Láncban perdeuterált dipalmitoil-foszfatidil-glicerin (d62-DPPG): M = 807,33 g/mol, 
tisztaság: ≥99 %, Avanti Polar Lipids Inc. 
Láncban perdeuterált dipalmitoil-foszfatidil-kolin (d62-DPPC): M = 796,42 g/mol, 
tisztaság: ≥99 %, Avanti Polar Lipids Inc. 
Disztearil-foszfatidil-kolin (DSPC): M = 790,15 g/mol, tisztaság: ≥99 %, Avanti Polar 
Lipids Inc. 
A kád tisztításához és a lipidek oldásához használt oldószerek tulajdonságait a 
következő a 4. táblázatban foglaltam össze. 
4. táblázat. Felhasznált oldószerek tulajdonságai. 
Név 
Moláris 
tömeg / 
(g/mol) 
Sűrűség / 
(g/cm3) 
Forráspont / 
℃ 
Tisztaság / 
% 
Gyártó 
Diklórmetán 84,9 1,32 40 99,99 
Molar Chemicals 
Kft. 
Kloroform 119,4 1,48 61,0 99,9 Carlo Erba Reagents 
Etanol 46,1 0,79 78,4 96 Reanal Kft. 
Metanol 32,04 0,792 64,7 99,8 Reanal Kft. 
Ahhoz, hogy minél inkább reprezentálni tudjuk a membrán természetes közegét, a 
méréseket fiziológiás körülmények között végeztük. A körülmények beállításához ún. PBS 
(Phosphate-buffered saline) sókeveréket használtam. A PBS-t a Sigma-Aldrich Kft.-től 
szereztük be, elkészítéséhez egy csomag (kb. 9,60 g) keveréket kell feloldani 1 liter 25 ℃-os 
vízben. Az így keletkezett oldat pH-ja 7,4, foszfát-puffer koncentrációja 0,01 M, NaCl 
koncentrációja 0,138 M, KCl koncentrációja pedig 0,0027 M lesz.  
A CM15 peptidet az ELTE MTA Peptidkémiai Kutatócsportja állította elő, melyet 
különböző mennyiségekben PBS-ben oldottam. 
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Szilárd hordozónak kvarc és CaF2 prizmákat használtunk (Crystaltechno, Oroszország). 
A kvarc prizma tisztításához 98%-os kénsavat használtunk, míg a CaF2 tisztításához 2%-os 
Deconex (Borer Chemie AG, Svájc) oldatot használtunk. A mérések során minden esetben 2-
szer desztillált vizet használtunk, melyet 2-3 naponta frissen készítettünk. 
 Kisérleti módszerek 4.2.
4.2.1. Langmuir filmmérleg 
A CM15 antimikrobiális peptid és lipid kettősrétegek közötti kölcsönhatás 
vizsgálatához a kettősréteget Nima Technology Ltd által forgalmazott (Coventry, UK) 
Langmuir-filmmérleg (13. ábra) segítéségével 
készítettem el, Langmuir-Schaefer technikát 
alkalmazva. A filmmérleg részét képező kád teflonból 
készült, melynek teljes területe 7 cm * 15 cm, melyből 
a hasznos terület 20-80 cm2 között mozog, tehát 
összesen 4-szeres területcsökkentésre képes. A gátak 
polioxi-metilénből (POM) készültek, melyek 
segítségével az összenyomás sebessége, valamint a 
kívánt terület és oldalnyomás szabályozható. Az oldalnyomás erőmérő segítségével, 
Wilhelmy-lemezes módszerrel határozható meg, melynek pontossága 0,1 mN/m. Wilhelmy-
lemezeknek azonos tömegű, egyszer használatos Whatman kromatográfiás papírt (1 Chr) 
használtam, melyet a nagyobb tisztaság érdekében használat előtt desztillált vízben áztattam. 
4.2.2. A kettősréteg kialakításának módszere 
A kettősréteg szilárd hordozón történő kialakításának első lépése egy Langmuir-film 
készítése, melyet a következők szerint végeztem el. Mivel a mérés nagyon érzékeny a 
tisztaságra, a kádat és gátakat is többszöri mosásnak kell alávetni. A kádat ennek megfelelően 
minden réteg készítése előtt kétszer diklórmetánnal és kétszer etanollal mostam el. A gátak 
anyaga miatt (POM), a diklór-metán nem alkalmas a tisztítására, ezért annak tisztítását 
egyedül etanollal végeztem, minden alkalommal szintén legalább kétszer. Ezt követően a 
kádat kétszer desztillált vízzel töltöttem fel, majd 10 percig ázni hagytam. 
Ahhoz, hogy a filmet a szilárd hordozóra (esetünkben prizmára) felvigyük, egyéb, a 
prizma rögzítését és motoros mozgatását lehetővé tevő segédeszközökre is szükségünk van. 
Az egyik ilyen segédeszköz a négyzetes alakú, kicsit több, mint 1 cm2 belső területű teflonból 
14. ábra. A kettősréteg készítéséhez 
használt Langmuir-filmmérleg [51]. 
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készült csónak (továbbiakban csónak), melybe az 1 cm2 alapterületű prizmát beleszorítva 
lehetőségünk nyílik a prizma motoros mozgatására. Mivel a kettősréteg létrehozása után 
annak a folyadék alá kell merülnie, a második réteg felvitelét követően szükségünk van egy 
olyan, szintén teflonból készült cellára (továbbiakban cella), melybe a prizmát belehelyezve a 
kettősréteget a kívánt oldatban tarthatjuk, majd a prizmát a cellához rögzítve  mozgathatóvá 
és ezáltal spektroszkópiai mérésre alkalmassá tesszük. A kettősréteg kialakításának 
eredményessége szempontjából azonban ezen eszközök teljes tisztasága is elengedhetetlenül 
fontos, ezért ezeket minden alkalommal a következők szerint tisztítottam. A cellát, a csónakot 
és a SiO2 prizmát (szilárd hordozó) minden mérés után tömény kénsavban áztattam kb. 12 
órán keresztül, majd az áztatást követően kétszer desztillált vízzel legalább tízszer átmostam 
és vízben ázva tároltam felhasználásukig. Mivel a CaF2 prizma a lejátszódó reakció miatt 
kénsavval nem tisztítható, 2%-os Deconex oldatot használtam [52]. A prizmát először 
körülbelül 3 percig 40 ℃-os Deconex-oldatban áztattam, majd desztillált vizes mosást 
követően ezt még egyszer megismételtem. A végén kb. 5 percig szintén 40 ℃-os desztillált 
vízben áztattam és levegőn szárítottam. 
A tisztítási előkészületek végeztével a kádban lévő vizet vízsugárszivattyúval leszívtam, 
majd a csónakban rögzített prizmát a kádba helyeztem. Ezt követően a kádat 50 ml vízzel 
töltöttem fel és felhelyeztem az erőmérőre a Wilhelmy-lemezt. A vízfelszín tisztaságát a gátak 
összenyomásával az oldalnyomás változásának mérésén keresztül ellenőriztem. Amennyiben 
ugyanis tiszta a vízfelszín, a gátakat összenyomva sem szabad az oldalnyomásnak emelkednie 
(0 – 0,2 mN/m közötti érték elfogadható). Ezt követően a megfelelő lipid 0,2 mg/ml 
koncentrációjú kloroformos oldatából kb. 80 ml-t terítettem a felszínre, melynek hatására az 
oldalnyomás néhány mN/m-t emelkedett (erre azért van szükség, mert a filmmérleg 
komprimálási aránya nem elegendő a gázfázisú filmből való elinduláshoz), majd 5-10 perc 
várakozással hagytam, hogy a lipiddel felvitt oldószer elpárologjon. A gátak mozgatásának 
sebességét (3 cm2/perc) és a kívánt oldalnyomást (30 mN/m) beállítva elindítottam a film 
komprimálását. A kívánt oldalnyomás elérését követően a filmet 10 percig stabilizálódni 
hagytam, majd motoros, szoftverrel kontrollálható emelő berendezés segítségével a prizmát 
lassan kiemeltem (Langmuir-Blodgett-réteg) és a csónakból eltávolított prizmát a második 
réteg felviteléig biztonságos helyen tároltam. 
A második réteg felvitelének lépései a Langmuir-film elkészítéséig és 30 mN/m 
oldalnyomásra történő komprimálásáig megegyeznek az előzőekben tárgyaltakkal, azzal a 
különbséggel, hogy most a csónakos prizma helyett a cellát helyezzük a kádba. Ezt követően 
a prizmát vákuumszivattyú és egy erre alkalmas közdarab segítségével, vízfelszínnel 
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párhuzamosan a motoros emelőhöz rögzítjük, majd a felszín felé mozgatjuk úgy, hogy a 
prizma függőleges vonal mentén egybeessen a cellával. Ezt követően a prizmát az emelő 
segítségével előre meghatározott sebességgel a folyadékba merítjük addig, ameddig a prizma 
a cellába nem ül. Ezután a prizmát a cellával együtt egy mintatartóhoz rögzítjük és 
előkészítjük a spektroszkópiai mérésre. Abban az esetben, ha a réteg alatti folyadékot vagy 
annak tulajdonságait változtatni szeretnénk, a cellán lévő nyílásokon keresztül, fecskendő 
segítségével könnyedén megtehetjük. 
4.2.3. Az összegfrekvencia-keltési spektrométer 
Az összegfrekvencia spektrumokat egy EKSPLA típusú (Vilnus, Litvánia) spektrométer 
segítéségével vettük fel. A látható fényt (532 nm), a Nd-YAG lézer által kibocsátott fény 
(1064 nm, 20 ps impulzusok, 20 Hz ismétlési frekvencia) frekvenciakétszerezése révén 
állítjuk elő. A hangolható IR fényt optikai parametrikus generálási és különbségfrekvencia-
keltési lépések révén állítjuk elő a Nd-YAG lézer által kibocsátott lézersugár, valamint 
harmadik felharmonikusának (355 nm) segítségével. Az optikai eszközök segítségével a 
látható és IR lézersugarakat úgy fókuszáljuk, hogy azok a minta felületén fedjenek át, a 
felszínhez képest 60˚ és 55˚ fokban. Mind az IR, mind a látható lézersugár 100 μJ/impulzus 
energiára van állítva 2875 cm-1 hullámszámnál detektálható összegfrekvenciás jelre 
vonatkozóan. Az összegfrekvenciás sugarat monokromátoron keresztülvezetve, fotoelektron-
sokszorozóval detektáljuk.  
4.2.4. Spektrumok felvétele 
A spektrumok felvételének megkezdése előtt, az első lépés minden esetben a 
spektrométer beállítása a maximális jelintenzitás elérése érdekében. Abban az esetben, ha a 
kettősréteg tartalmaz metil-csoportokat a beállítás a metil szimmetrikus nyújtási rezgési 
módusának 2875 cm-1-nél detektálható jelére történik (amennyiben nem, akkor az O-H, vagy 
C-D rezgési módusok jeleire). A beállítás során változtatjuk a spektrométer optikai elemeinek 
(tükrök, lencsék) pozícióját, hogy az átlapolás pontosan a felszínen történjen, az 
összegfrekvenciás jel pedig a detektorba jusson a lehető legkisebb háttér jelenléte mellett. A 
háttér legnagyobb részét a zöld fény detektorba való beszóródása okozza, amit a visszavert 
sugár irányának eltérítésével és szűrők segítségével minimalizálunk. A spektrométer 
megfelelő beállítása sajnos egyáltalán nem triviális és jelentősen befolyásolja a mérés 
sikerességét, a spektrumok jóságát. 
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A spektrométer beállítását és a spektrumfelvételi paraméterek kijelölését követően 
vesszük fel a spektrumokat. A spektrum felvételéhez általában használt mérési paramétereket 
az 5. táblázatban foglaltam össze. A felszíni folyamatok a tömbfázisbeliekkel ellentétben 
sokkal dinamikusabban változóak és így nehezebben vizsgálhatóak, ami megköveteli a 
körültekintőbb és alaposabb mérést. Éppen ezért, azonos körülmények és paraméterek mellett, 
több módszerrel ellentétben itt minimum 3-5 spektrumot veszünk fel a jobb statisztika 
érdekében. Ennek sajnos több hátránya is van, melyekre a későbbiekben részletesebben is 
kitérek. Előfordulhat bizonyos esetekben, hogy a detektorba beszóródó háttérsugárzás értéke 
megváltozik, ezért minden mérést követően rögzítjük a háttérsugárzás spektrumát is. 
5. táblázat. Spektrumok felvételének mérési paraméterei. 
Hullámszám tartomány / 
cm-1 
Lépésköz / 
cm-1 
Adott hullámszámnál összegyűjtött 
lézerimpulzusok száma / db 
2800 – 3000 3 vagy 5 50, 35 
2000 – 2300 3 35 
2800 – 3700 5 35 
1580 – 1700 3 50 
4.2.5. Spektrumok kiértékelése 
A felvett spektrumokat a következő módszer szerint értékeljük ki. Mint már korábban 
említettem, minden spektrumhoz külön hátteret veszünk fel. Szoftver segítségével a 
háttérspektrumra egyenest illesztünk és ennek segítségével a felvett spektrumokat korrigáljuk. 
Mivel az infravörös és látható lézersugár energiája időben változik és az IR energia függ a 
hullámhossztól, ezért a spektrumokban ezzel is korrigálnunk kell, hiába állítjuk minden mérés 
előtt 100 μJ-ra az energiájukat 2875 cm-1 hullámszámon. Ezt úgy oldjuk meg, hogy az 
összegfrekvenciás jel mellett egyidejűleg rögzítjük az IR és látható lézersugarak intenzitását 
és ezekkel leosztva korrigáljuk a spektrumot. Mivel a spektrumcsúcsok amplitúdóinak 
abszolút értéke nem hordoz többletinformációt, csak a csúcsok intenzitásviszonya, valamint a 
jel/zaj viszony, ezért a korrekciót megtehetjük. 
A korrekciók elvégzése után a spektrumokat átlagoljuk és illesztjük. Az illesztéshez a 
következő egyenletet használjuk: 
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 (28) 
mely gyakorlatilag megegyezik a 22. egyenlettel. Az illesztést a Levenberg-Marquardt-
algoritmussal végeztük, mely alkalmas a fentiekhez hasonló nemlineáris függvények 
illesztésére. Egy általunk illesztett spektrum paramétereit a 6. táblázatban foglaltam össze. 
 6. táblázat. Illesztési paraméterek. 
Hozzárendelés 𝜔𝑚 / cm
-1 Γ𝑚 / cm
-1 𝐴𝑚 
𝑑+ 2853,0 11,564 -36,972 
𝑟+ 2878,5 6,529 49,486 
𝑑− 2895,6 9,000 30,094 
𝑟𝐹𝑅
+  2936,8 6,962 51,412 
𝑟− 2958,2 9,125 5,018 
 
Az illesztések segítségével többek között a réteget alkotó molekulák orientációjáról 
nyerhetünk információkat. Esetünkben azonban az elsődleges cél kvalitatív információk 
szerzése volt, ezért illesztett spektrumokat csak néhány esetben, demonstrációként mutatok 
be. 
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5. Eredmények és értékelésük 
 Kvarc prizmán végzett mérések 5.1.
A CM15 antimikrobiális peptid lipid kettősréteggel való kölcsönhatásának 
vizsgálatához szilárd hordozónak kezdetben kvarc prizmát választottunk. Ennek egyik oka, 
hogy a CaF2 prizma anyagából adódóan a kvarc prizmától eltérően más tisztítási eljárást 
követel (lásd. 4.2.2 fejezet), ami csoportunkban vizsgálataink kezdetén még nem volt 
megoldva, ezért előzetes kutatómunkát igényelt. Másrészt a CaF2 prizma hordozóként való 
használatához a kvarc prizmától eltérő formája és tulajdonságai miatt részben eltérő 
eszközökre és körülményekre volt szükség, melyek nem álltak rendelkezésünkre a kezdetektől 
fogva. Az alábbiakban röviden összefoglalom a kvarc prizmán végzett kísérleteink 
eredményeit valamit a mérések közben felmerült problémákat. Azok a spektrumok, ahol a 
polarizáció nincs külön jelölve ssp polarizációkombinációval lettek felvéve. 
5.1.1. d62-DPPC – DSPC kettősrétegen végzett mérések 
Mint ahogy azt az irodalmi áttekintésben többször is láthattuk, a lipid kettősréteg és 
peptid kölcsönhatása szempontjából a közöttük lévő töltésviszonyoknak nagy jelentőségük 
van, ezért az ikerionos és a negatív töltésű kettősrétegeken végzett kísérleteinket érdemes 
külön tárgyalni.  
 
15. ábra. d62-DPPC – DSPC kettősrétegen és különböző szubfázisokon felvett spektrumok 2 μM 
peptidkoncentrációjú oldat esetén. Bal: az O-H spektrumok átlaga a különböző szubfázisokon. Jobb: 
Az összes felvett spektrum a C-H tartományban. 
Első méréseinket láncban perdeuterált DPPC – DSPC kettősrétegen végeztük tiszta 
vizes fázison. Mind a DPPC mind a DSPC negatív töltésű kolin fejcsoportokat tartalmaz, 
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ezért a lipid molekulák és így a kettősréteg is ikerionos. Kezdetben a kettősréteg alá 2 μM 
koncentrációjú peptidet penetráltunk és a tiszta vízen felvett spektrumokhoz képest történt 
változást kísértük figyelemmel, a végén pedig újra vizet fecskendeztünk a kettősréteg alá. 
Kísérleteinket többször is megismételtük, eredményeinket a 15. ábrán szemléltetjük. Az 
átlagolt spektrumok alapján azt a következtetést vonhatnánk le (15. ábra, bal), hogy a C-H 
tartományban a metil szimmetrikus és antiszimmetrikus rezgéseihez tartozó sávok 
amplitúdójának csökkenése a peptiddel való kölcsönhatásnak köszönhető. Az összes felvett 
spektrumot ábrázolva (15. ábra, jobb) viszont az látszik, hogy a jelek intenzitásának 
csökkenése folyamatos. Ez kétségbe vonja a peptid kettősréteggel való kölcsönhatásának 
meglétét. Látható, hogy az O-H tartományban különösebb változás nincs, tehát a rendszer 
töltésviszonyai a szubfázis változtatásával nem változnak markánsan. A C-H-jelek folyamatos 
csökkenésének több oka is van. Technikai probléma, hogy a kettősréteg előállításának 
reprodukálhatósága viszonylag rossz, a réteg stabilitását a készítés során több tényező 
befolyásolja. Így bizonyos esetekben előfordulhat, hogy a réteg a mérés során fokozatosan 
degradálódik, ami a jelek intenzitásának csökkenését vonja maga után. Megfigyeléseink 
alapján azonban okunk van feltételezni, hogy egy fizikai probléma is gyorsíthatja jeleink 
intenzitáscsökkenését. Azt figyeltük meg ugyanis, hogy ha az OH tartományban is mérünk, a 
C-H jelek intenzitása két mérés között drasztikusan lecsökken (lásd 15. ábra jobb), aminek 
okát a következő jelenségben kereshetjük. A felületre bocsátott IR lézersugár a kettősréteget 
lokálisan felmelegíti, a megnövekedett hőmérséklet miatt a flip-flop effektus (lásd: 2.1. 
fejezet) is megnő, a két réteg közötti cserélődés felgyorsul. Az aszimmetria ezáltal csökken, 
ami a jel intenzitásának csökkenését vonja maga után. Összességében tehát az mondható el, 
hogy kezdeti méréseink az ikerionos d62-DPPC – DSPC kettősrétegen 2 μM-es peptidoldattal 
nem vezettek eredményre, a jelintenzitás-csökkenés valószínűleg a réteg nem megfelelő 
stabilitásából származik. Ennek megfelelően méréseinkben több változtatást is elvégeztünk. A 
d62-DPPC – DSPC ikerionos töltésviszonyú kettősréteget a negatív töltésű d62-DPPG – 
DPPG-re cseréltük az erősebb kölcsönhatás reményében, másrészt a teljes OH tartomány 
helyett csak a 2800-3000 cm-1-ig tartó CH tartományban vettünk fel spektrumokat, melytől az 
intenzitáscsökkenés mérséklődését vártuk. Ezen kívül kíváncsiak voltunk arra is, hogy a PBS 
oldat vajon milyen változást okoz a jelekben. 
5.1.2. d62-DPPG – DPPG kettősrétegen végzett mérések 
d62-DPPG – DPPG kettősrétegen, kvarcprizmán végzett kísérleteink eredményei a 
16. ábrán láthatóak. 
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16. ábra. d62-DPPG – DPPG kettősrétegen és különböző szubfázisokon felvett spektrumok, 2 μM-os 
peptidkoncentrációjú oldat esetén. Bal: a CH spektrumok átlaga a különböző szubfázisokon. Jobb: a 
CH tartomány két jellemző csúcsa az összes felvett spektrum esetében. 
A d62-DPPG – DPPG rétegen felvett spektrumokból látható, hogy a d62-DPPC – DSPC 
réteghez képest egyrészt jóval stabilabbnak tekinthető. Ezt a tiszta vízen mért spektrumok 
szimmetrikus és antiszimmetrikus CH rezgésekhez tartozó jelei csúcsintenzitásnak 
állandósága bizonyítja. Jól látható a PBS hatása is, hiszen a kettősréteg alá történő 
befecskendezést követően a jelek intenzitása jelentősen csökken. Ezt követően azonban 1-2 
kiugró értéktől eltekintve a szubfázisok cseréjétől függetlenül nagyjából azonos intenzitásúak 
maradnak a jelek, ami a metil fermi-rezonancia rezgéséből származó (~2940 cm-1) csúcsok 
esetén különösen szembetűnő. Ebből arra a kezdeti következtetésre jutottunk, hogy a 2 μM-os 
oldat számottevően nem befolyásolja a kettősréteg szerkezetét, érdemi kölcsönhatás közöttük 
nem alakul ki.  
A kapott eredményeknek megfelelően a koncentráció növelésének irányába mozdultunk 
el és a kettősréteg alá 50 μM koncentrációjú oldatot fecskendeztünk. Az ilyen kísérleti 
körülmények között felvett spektrumokat a 17. ábra szemlélteti. Látható, hogy a 2 μM-os 
oldattal ellentétben 50 μM koncentrációjú peptid oldat esetén a változás jelentős mértékű, 
mely a peptid kimosását követően is megmarad.  
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17. ábra. d62-DPPG – DPPG kettősrétegen és különböző szubfázisokon felvett spektrumok, 50 μM-os 
peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
Ez alapján most már biztosabban jelenthetjük ki, hogy az általunk vizsgált módszerrel is 
érzékelhető az antimikrobiális peptid és a kettősréteg közötti kölcsönhatás. Azért, hogy 
eredményeinkben biztosabbak lehessünk, a mérést úgy is megismételtük, hogy 2 és 50 μM 
koncentrációjú peptid oldatot is befecskendeztünk ugyanazon kettősréteg alá (18. ábra) 
 
18. ábra. d62-DPPG – DPPG kettősrétegen és különböző szubfázisokon felvett spektrumok, 2 és 50 
μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
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A 18. ábrán látható csúcsok tovább erősítik a feltételezést, hogy van kölcsönhatás a lipid 
kettősréteg és a peptid között, de a kölcsönhatás küszöbkoncentrációja a peptidre vonatkozóan 
2 μM felett van, vagy az okozott változás nem mutatható ki megfelelő biztonsággal az 
alkalmazott technikával. 
Ahhoz, hogy más forrásból is megerősítsük eredményünket és információt szerezzünk a 
kölcsönhatás természetéről is, további, más tartományból származó és eltérő információt 
hordozó spektrumok felvételére volt szükség. Ehhez azonban a viszonylag keskeny 
hullámszám tartományban áteresztő kvarc prizma nem megfelelő, ezért méréseinket CaF2 
prizmán folytattuk. Mivel csoportunknak CaF2 prizmán végzett mérésekről kevés tapasztalata 
volt, a mérések kivitelezése némi előzetes kutatómunkát és előkészületet igényelt. 
 CaF2 prizmán végzett mérések 5.2.
A technikai problémák kiküszöbölése (tisztítás, eszközök beszerzése) után sikerült CaF2 
hordozón is kettősréteget készíteni. Mivel a CaF2 hordozó szélesebb hullámszám 
tartományban engedi át az infravörös sugarakat (kb. 1000 – 50000 cm-1) ezért a kvarc 
hordozóval ellentétben lehetőségünk nyílik más színképtartományokban is vizsgálódni. Nem 
triviális természetesen, hogy az eltérő szerkezetű és töltésű (semleges) CaF2 hordozóra is 
ugyanúgy kell kettősréteget készíteni, azonban más csoportokhoz hasonlóan nekünk is 
sikerült (lásd. 2.6 fejezet). 
5.2.1. d62-DPPG – DPPG kettősrétegen végzett mérések 
A kvarc hordozóval elért részleges sikereket követően úgy gondoltuk, hogy továbbra is 
érdemes a d62-DPPG – DPPG kettősréteget modellként alkalmaznunk. Mivel a 2 μM-os 
koncentrációnál nem tapasztaltunk a módszerünkkel kimutatható kölcsönhatást, méréseinknél 
továbbra is 50 μM koncentrációjú peptid oldatot használtunk. A mérési eredményeinket 
többször is sikerült reprodukálnunk, a terjedelmi korlátok miatt azonban a következőkben 
minden releváns tartományban csak egy színképet mutatok be. 
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19. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPG – DPPG kettősrétegen és különböző szubfázisokon felvett 
spektrumok, 50 μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
A CH tartományban felvett spektrumok a 19. ábrán láthatóak. Ebben a tartományban a kvarc 
prizmán mérthez igen hasonló eredményeket kapunk. Látható, hogy a peptid oldatot 
befecskendezve mind a metil szimmetrikus rezgéséhez, mind a Fermi-rezonanciához tartozó 
csúcsok intenzitása lecsökken. Érdemes megemlítenünk, hogy a kimosást követően a csúcsok 
eltűnnek, ami annak lehet a következménye, hogy az erős lipid-peptid kölcsönhatás miatt 
kimosáskor a peptiddel együtt a lipid is távozik. 
Vizsgáljuk meg, hogy hogyan változnak a jelek a C-D (2000 -2300 cm-1) tartományban. 
Az ebben a tartományban felvett spektrumokat a 20. ábrán láthatjuk. A 2072 cm-1-nél látható 
intenzív csúcs a deuterált metil-csoport szimmetrikus nyújtási rezgés módusához tartozik, a 
2125 cm-1-nél és 2225 cm-1-nél jelentkező kevésbé intenzív csúcsok pedig a CD3 csoport 
fermi-rezonancia és antiszimmetrikus nyújtási csúcsai. A C-H spektrumokhoz hasonlóan itt is 
intenzitáscsökkenést tapasztalunk a peptid befecskendezésével, azonban a metil szimmetrikus 
nyújtási rezgéseinek csúcsaitól eltérően a CD3-csoport rezgéséhez tartozó csúcs kimosást 
követően sem tűnik el. Mivel a kettősréteget minden alkalommal úgy készítjük, hogy a 
hordozóhoz közelebbi legyen a deuterált réteg, elképzelhető, hogy a peptid hatására a külső 
réteg kimosódik, a belső, hordozóhoz rögzített réteg azonban nem. Ez természetesen csak egy 
feltételezés, mindenképpen figyelemre méltó azonban ez a különbség a C-H és C-D 
tartományban felvett spektrumok között. 
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20. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPG – DPPG kettősrétegen és különböző szubfázisokon felvett 
spektrumok, 50 μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
A másik két csúcsra vonatkozólag nehéz az eddigieket erősítő vagy cáfoló következtetéseket 
levonni a kis intenzitásuk miatt, ezért a kiértékelésnél a legtöbb esetben egyedül az intenzív 
2072 cm-1-nél detektálható csúcsra hagyatkoztunk, azt azonban megállapíthatjuk, hogy a 
befecskendezés utáni intenzitáscsökkenés itt is a kölcsönhatás meglétét jelenti. 
A legfontosabb eredményeket azonban azzal értük el, hogy kísérletet tettünk az amid I 
tartományban való spektrumfelvételre is. Mivel ezelőtt eddig a csoporton belül senki nem vett 
fel spektrumot ebben a tartományban csak az irodalomban leírtakra tudtunk hagyatkozni, 
méréseink azonban sikerrel jártak. Egy amid I régióban felvett spektrum (1600-1700 cm-1) a 
21. ábrán látható. A spektrumot megvizsgálva láthatjuk, hogy 1660 cm-1 hullámszám 
környékén egy intenzív csúcs található, mely megfelel az amid I sávnak [45-47]. Abban az 
esetben, ha a peptid nem lépne kölcsönhatásba a lipid kettősréteggel valamilyen formában 
(felületi adszorpció vagy konkrét beépülés transzmembrán pórusokat képezve), akkor az 
összegfrekvencia-keltési spektroszkópia kiválasztási szabályai miatt nem látnánk a 
közvetlenül a peptidből származó jelet. Ennek oka, hogy a tömbfázist centroszimmetrikusnak 
tekintjük, ezért az ott lévő peptidekből jelet nem kapunk (lásd 2.5.3 fejezet).  
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21. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPG – DPPG kettősrétegen az amid I régióban felvett spektrum, 50 
μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
Ez tehát közvetlen bizonyítéka annak, hogy a peptid a lipiddel való kölcsönhatása révén 
szintén a határrétegben helyezkedik el. Ha jobban megfigyeljük a spektrumot, észrevehetjük, 
hogy az kifejezetten egyenetlen, néhol kisebb csúcsokat is felfedezhetünk. Ennek oka, hogy a 
tartományban a vízgőznek is elnyelése van, ami az infravörös intenzitás nagy fluktuációját 
okozza. Az IR sugár intenzitásának nagy fluktuációja révén az amid I sáv kifejezetten zajos 
csúcsot alkot. Ennek kiküszöbölése történhetne N2 atmoszférában történő méréssel, ennek 
technikai megvalósítása azonban több problémába is ütközik, melyek megoldásán még 
dolgozunk. Így a csúcs illesztése pontatlan, ezért a pontosabb analízishez további inert 
közegben végzett mérések szükségesek. Kvalitatívan azonban egyértelműen megállapítható a 
peptidnek a lipid kettősréteggel való kölcsönhatása. Az amid sáv eltolódásából (2.6 fejezet) a 
peptid szerkezetéről is információt nyerhetünk. Ahogy az irodalmi összefoglalóban már 
tárgyaltam, a rendezetlen és az 𝛼-hélix másodlagos szerkezettel rendelkező peptid egyaránt az 
1650-1660 cm-1 tartományban ad összegfrekvenciás jelet, ezért nagy valószínűséggel 
feltételezhető, hogy a peptid a kölcsönhatás folyamán vagy hélix szerkezetet vesz fel, vagy 
rendezetlen marad. 
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Felmerülhet természetesen az a kérdés, hogy mi történik, ha a peptid felületaktív és 
egyébként is adszorbeálódik a választott CaF2 hordozón. Ennek vizsgálatához réteg nélküli 
CaF2 prizma alá fecskendeztünk 50 μM CM15 oldatot, majd ilyen körülmények között 
vettünk fel spektrumokat (22. ábra). 
 
22. ábra. CaF2 hordozón, C-H és amid I régióban felvett spektrumok, 50 μM-os peptidkoncentrációjú 
oldat esetén. 
A spektrumokat megvizsgálva látható, hogy semmilyen jel nem utal arra, hogy a hordozó 
felületén adszorbeálódna a peptid. A C-H régióban nem láthatók a peptidből származtatható 
metil és metilén csúcsok, az amid régióban pedig egy nagyon zajos, víz IR abszorpciós 
spektrumához hasonlító spektrumot láthatunk, melyben tisztán látszik, hogy nincs jelen a 21. 
ábrán láthatóhoz hasonló amid I csúcs. Ennyi információ már elegendőnek látszik, hogy 
egyértelműen megállapítsuk a peptid és lipid kettősréteg közötti kölcsönhatás tényét. 
Megjegyzendő, hogy 2 μM peptidkoncentrációjú oldattal mérve, CaF2 prizmán sem 
tapasztaltunk mérhető jeleket mely két okra vezethető vissza. Okozhatja egyrészt a mérési 
módszer nem megfelelő érzékenysége, de valószínűbb, hogy egy küszöb lipid/peptid (L/P) 
arány elérése szükséges a kettejük közötti kölcsönhatás kialakulásához. 
5.2.2. d62-DPPC – DSPC kettősrétegen végzett mérések 
Az általunk is vizsgált, szintetikus antimikrobiális peptidek gyakorlati szempontból 
akkor válnak igazán jelentőssé, ha hatásukat a baktériumok és más kórokozók sejtjeire 
szelektíven képesek kifejteni. A pro- és eukariota sejtek megkülönböztetéséhez modellezéskor 
gyakran veszik alapul eltérő töltésüket, ennek megfelelően mi is kíváncsiak voltunk, vajon 
ikerionos (nettó semleges) töltésviszonyú kettősréteg esetén is tapasztalható-e az a kvalitatív 
kölcsönhatás, melyről a negatív (és ezáltal erősebb kölcsönhatást feltételező) töltésű 
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kettősréteg esetén megbizonyosodtunk. Következő lépésben tehát azt vizsgáltuk meg, hogy 
tapasztalható-e kölcsönhatás az ikerionos d62-DPPC-DSPC kettősrétegen is. Eredményeink a 
23-24. ábrákon láthatók.  
 
23. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPC-DSPC kettősrétegen, C-H és C-D régiókban felvett spektrumok, 
50 μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
A negatív töltésű d62-DPPG-DPPG kettősréteghez hasonló spektrumokat kaptunk, különös 
eltérés nem tapasztalható. Apró eltérés, hogy megjelenik egy, a metil szimmetrikus nyújtási 
rezgéséhez tartozó csúcsra jobbról ráülő, feltehetőleg metilén rezgési csúcs. Mivel tömör réteg 
esetén kevés gauche-konformációjú szénlánc van, a metilén csúcsok megjelenése mindig egy 
szerkezetileg rendezetlenebb réteg jelenlétét sugallja. Ebben az esetben is feltételezhető, hogy 
már a rétegkészítés során sem volt teljesen rendezett a réteg, amit aztán a peptiddel való 
kölcsönhatás tovább rontott. A C-D régióban sem tapasztalható az előzőektől eltérő 
eredmény, jól látható a CD3 rezgési csúcs csökkenése a peptid hatására. 
Ha megvizsgáljuk az amid I régióban felvett spektrumot, lényegi eltérést szintén nem 
tapasztalunk (24. ábra). Ugyanolyan sáv látható 1660 cm-1-nél, mint a negatív töltésű d62-
DPPG-DPPG kettősréteg esetén, érdembeli különbség nem utal a peptid és a kettősréteg 
közötti kölcsönhatás megváltozására vagy eltérő voltára. Összességében tehát elmondható, 
hogy az ikerionos kettősréteggel is hasonlóan hat kölcsön a CM15 antimikrobiális peptid, 
mint a negatív DPPG kettősréteggel. 
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24. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPC-DSPC kettősrétegen, amid I régióban felvett spektrum, 50 μM-os 
peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
Méréseinket megismételtük királis polarizáció kombinációt alkalmazva is. Az eredményeket a 
25. ábrán mutatom be. 
 
25. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPC-DSPC kettősrétegen, amid I régiókban felvett spektrumok, 50 
μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén különböző polarizáció kombinációkkal. 
Látható, hogy míg a spektrumot az ssp polarizációval felvéve a csúcs alakja hasonlít az eddig 
bemutatottakéhoz, addig psp polarizáció kombinációval felvett esetben a csúcsok teljesen 
eltűnnek. A 2.6. fejezetben tárgyaltak alapján ez még mindig nem elegendő ahhoz, hogy 
eldöntsük, hogy a CM15 𝛼-hélix másodlagos szerkezetű, vagy nem rendelkezik 
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megharározott másodlagos szerkezettel, a 𝛽-redős másodlagos szerkezetet azonban 
kizárhatjuk általa. 
5.2.3. d62-DPPG – d62-DPPG kettősrétegen végzett mérések 
Az összegfrekvencia-keltési spektroszkópia egyik legnagyobb előnye a 
centroszimmtetriára vonatkozó érzéketlenség. Más kutatókhoz hasonlóan bennünk is 
felmerült, hogy vajon kihasználhatjuk-e a szimmetriaviszonyok megváltozását bizonyos 
folyamatok indikátoraként. Ennek megfelelően azt is megvizsgáltuk, hogy vajon egy teljesen 
szimmetrikus kettősréteg alá peptidoldatot fecskendezve történik-e változás. Abban az 
esetben ugyanis, ha a peptid a kettősréteggel kölcsönhatásba lép, az okozhatja a réteg 
rendezetlenségének növekedését és ezáltal a szimmetriaviszonyok megváltozását. A 2.6. 
fejezetben idézett kutatásokkal [44] ellentétben mi tehát nem arra használtuk a szimmetrikus 
rétegeket, hogy azzal a lipidek szerkezeti tömörségét, rendezettségét igazoljuk, hanem arra, 
hogy annak megbontásán keresztül képet kaphassunk a lehetséges kölcsönhatásokról. 
 
26. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPG- d62-DPPG kettősrétegen, C-H régiókban felvett spektrumok, 50 
μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
A 26-27. ábrákon lévő C-H és C-D színképeket megvizsgálva jól látható, hogy 
feltételezésünk beigazolódott. A C-H – O-H tartományban a PBS szubfázison felvett 
spektrum esetében az O-H jeleken kívül semmi nem látható, majd a peptidet aláfecskendezve 
a vízmolekulákhoz tartozó csúcsok intenzitásai lecsökkennek (a felszín töltésviszonya 
megváltozik, a semleges felé tolódik el), és a C-H tartományban a peptidből származó 
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csúcsok jelennek meg. A kimosást követően a metil- és metilén-csoportok rezgéseihez tartozó 
csúcsok intenzitásai tovább nőnek és 3050 cm-1 környékén egy aromás csoporthoz tartozó 
csúcs jelenik meg. A metil-, metilén és aromás csúcsok megjelenése a peptid felszínen történő 
akkumulációját jelenti, ami feltehetően abból eredeztethető, hogy a kimosást követően a 
kettősréteg integritása tovább csökken, ami kedvez a peptid felszínen történő adszorpciójának. 
 
27. ábra. CaF2 hordozón, d62-DPPG- d62-DPPG kettősrétegen, C-D régiókban felvett spektrumok, 50 
μM-os peptidkoncentrációjú oldat esetén. 
A C-D spektrumban PBS oldat esetén nem látunk csúcsokat, ami azt igazolja, hogy 
szimmetrikus, rendezett kettősréteg van a hordozón. Majd a CM15 oldat befecskendezését 
követően ez a szimmetria megtörik és megjelenik a CD3-csoport szimmetrikus nyújtási 
rezgéséhez tartozó csúcs. A kimosást követően ezek a jelek tovább nőnek, ami a szimmetria 
további csökkenését jelzik. Elképzelhető, hogy a kettősréteg külső része a peptiddel együtt a 
mosás során eltávozik. Az amid I régióban történő mérés során is az előzőhöz hasonló amid 
jeleket kaptunk, melyet külön ábrán nem mutatok be. 
 Diszkusszió az eredmények tükrében 5.3.
Az eredményeket és az általunk kitűzött célokat egybevetve azt mondhatjuk, hogy 
kísérleteink a CM15 antimikrobiális peptid és lipid kettősrétegek közötti kölcsönhatás 
vizsgálatára vonatkozóan sikeresek voltak. A peptid és a kettősréteg közötti kölcsönhatás 
megléte az elért eredmények tükrében egyértelműen kijelenthető. A mechanizmusra valamint 
a peptid szerkezetére vonatkozóan csak részleges eredmények születtek, a konkrét 
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meghatározáshoz további mérések szükségesek. Annyit jelenthetünk ki biztosan – a mások 
által végzett kutatásokkal összhangban (lásd 2.6 fejezet) – hogy a peptid vagy 𝛼-hélix 
másodlagos szerkezetű vagy nem rendelkezik meghatározott másodlagos szerkezettel.  
A mérési módszerekre vonatkozóan azt a megállapítást tehetjük, hogy bár a CaF2 
prizma drágább és sokkal nehezebben kezelhető az összegfrekvencia-keltési spektroszkópiai 
méréseknél, szélesebb áteresztési tartománya miatt hordozóként való használata mégis 
kedvezőbb. Általa ugyanis lehetőségünk nyílik a C-H tartományon túl a C-D és amid régiók 
vizsgálatára is. Részleges kvalitatív információkat azonban a C-H tartomány tanulmányozása 
által is kaphatunk, ezért az olcsóbb, kvarc prizmán történő mérések minden esetben jó 
kiindulópontjai lehetnek egy ehhez hasonló témájú kutatásnak. 
Eredményeink alapján azt is megállapíthatjuk, hogy mind a két, különböző szerkezetű 
foszfolipid kettősréteg esetében tapasztaltunk kölcsönhatást. Mind a negatív töltésű d62-
DPPG/DPPG kettősréteg, mind az ikerionos d62-DPPC/DSPC kettősréteg esetében, a 
peptidre vonatkozó amid, a lipidre vonatkozó C-D, valamint a peptidre és lipidre is érzékeny 
C-H régióban egyaránt tapasztalható a csúcsok intenzitásának változása, amelyek a 
specifikus, nemcsak elektrosztatikus vonzáson alapuló kölcsönhatás tényét támasztják alá. 
Némi eltérés ugyan mutatkozik, azonban az általunk gyűjtött információ nem elegendő ahhoz, 
hogy magabiztosan kijelenthessük, hogy a két kettősréteg esetében kölcsönhatásbeli 
különbség van. Fontos megjegyezni, hogy mind a szimmetrikus, mind az aszimmetrikus 
kettősréteg alkalmas a kölcsönhatás kvalitatív vizsgálatára, sőt a szimmetrikus réteg 
tapasztalataink szerint néhol értékesebb információkat szolgáltathat. Ennek oka, hogy míg 
aszimmetrikus réteg esetében – ahol a két réteg közül az egyik deuterált szénláncokat 
tartalmaz, pl d62-DPPG/DPPG – a jelek változásán keresztül jutunk információhoz, addig egy 
szimmetrikus réteg esetén – ahol mindkét réteg azonos minőségű, pl. DPPG/DPPG – a jeleket 
alapvonalhoz viszonyítjuk, ami érzékenyebb mérést tesz lehetővé. 
A kölcsönhatás koncentrációfüggését a rendelkezésünkre álló idő alatt nem sikerült 
szisztematikusan tanulmányoznunk, mivel kutatásunkban inkább a minél sokrétűbb kvalitatív 
információ összegyűjtésére, és különböző módszerek kipróbálására fókuszáltunk, ezzel a 
módszer előnyeit és hátrányait is vizsgálva. Bár célul tűztük ki, hogy a koncentrációfüggést is 
meghatározzuk, kutatásunk egy idő után más irányba terelődött, így ez a kérdés a háttérbe 
szorult. Éppen ezért konkrét, a kölcsönhatást indukáló minimális koncentrációra vonatkozó 
pontos számításokat a megfelelő mérésék hiányában nem végeztünk. Azt azonban 
kijelenthetjük, hogy a kölcsönhatás függ a koncentrációtól és az általunk végzett mérési 
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körülmények között a spektrométer érzékenységét is figyelembe véve ez 2 𝜇M és 50 𝜇M 
között van. 
Meg kell azonban említenünk azt is, hogy az általunk is használt kettősréteg modellek 
vizsgálata sokszor igen nehézkes. Egyrészt a kettősréteg előállítása és szilárd hordozóra való 
felvitele egy viszonylag sok lépésből álló, időigényes folyamat, melyek közül mindennek 
megfelelően kivitelezettnek kell lennie ahhoz, hogy az előállított réteg használható legyen. Az 
elkészített réteg homogenitásának reprodukálhatósága ennek megfelelően viszonylag kicsi, 
annak ellenére, hogy elkészítése gyakran több órát (átlagosan 2-3) vesz igénybe. Mivel a 
spektrométer pásztázó üzemmódban rögzíti a spektrumot, a spektrumok felvétele 
hosszadalmas, ami az ilyen gyorsan változó rendszerek vizsgálata esetén szintén hátrányt 
jelent. Mérés előtti megfelelő beállítása szintén hosszadalmas és nagy körültekintést igényel, 
mivel a két lézer átlapolását minden alkalommal külön kell beállítani, valamint az optikát úgy 
kell változtatni, hogy a detektorba jutó zöld lézersugárból minél kevesebb szóródjon. 
Így összességében elmondhatjuk, hogy bár az összegfrekvencia-keltési spektroszkópia 
rendkívül széleskörűen alkalmazható peptidek és lipidek kölcsönhatásának vizsgálatára, egyik 
legjelentősebb árnyoldala, hogy más módszerekkel összevetve (IR spektroszkópia, NMR) 
rendkívül hosszadalmas és bizonyos esetekben a kettősréteg készítés gyenge 
reprodukálhatóságának következtében nem szolgáltat megfelelő információkat. Erre 
megoldást kínálhat az újabb, femtoszekundumos pulzusokat, detektorként CCD kamerákat 
alkalmazó spektrométerek használata, ami azonban laboratóriumunkban egyelőre nem áll 
rendelkezésre. 
 Továbblépési lehetőségek és távlati célok 5.4.
Céljaink közt szerepelt időfüggő spektrumok felvétele, melyek által képet kaphatnánk a 
kölcsönhatás időben való lefolyásáról.. Ezen kívül érdemes lenne nagyobb tartományban, 
több koncentrációnál is megvizsgálni a kölcsönhatás koncentrációfüggését, melyre jelen 
dolgozat keretein belül a rendelkezésre álló peptid mennyisége és az idő szűkössége miatt 
nem jutott idő. A jövőben mindenféleképpen érdemes folytatni a királis 
polarizációkombinációjú színképek felvételét, amely a szerkezet meghatározásában játszhat 
szerepet. Az amid régióból nyerhető információval komplementer információt 
szolgáltathatnak a szerkezetre vonatkozóan az N-H (3300-3500 cm-1) régióban felvett 
spektrumok, ezért a közeljövőben érdemes folytatni az erre vonatkozó kísérleteket. Szintén 
hasznos lenne az amid III sávok analízise a peptid szerkezetének megfejtése szempontjából, 
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azonban ehhez a spektrométer átalakítására lenne szükség, ezért ennek megvalósítása csak 
hosszútávon elképzelhető. Hosszabb távon terveim között szerepel a kölcsönhatás más 
spektroszkópiai módszerekkel történő megvizsgálása is, többek között lineáris dikroizmus 
(LD) segítségével, ezzel a módszerrel ugyanis még szintén nem vizsgálták a CM15 és a 
kettősréteg közötti kölcsönhatást. 
Távlati célként szerepel, hogy a kutatásunk során kapott eredményeinket beillesszük a 
csoportunk által végzett a CM15-öt vizsgáló átfogó kutatásba és a többi kutatással együtt 
publikáljuk azt. 
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Az antimikrobiális peptidek (röviden: AMP) a peptidek egy, a szervezetbe került idegen 
mikroorganizmusok (pl. baktériumok) elleni védekezés szempontjából fontos csoportja. Jelentőségük 
miatt nemcsak a szervezet által előállított természetes antimikrobiális peptidek kutatása fontos, hanem 
olyan új szintetikus peptidek fejlesztése és vizsgálata is, melyek szerkezetük és tulajdonságaik révén 
bizonyos kórokozókra szelektíven képesek hatni. Ilyen szintetikus antimikrobiális peptid a CM15 
hibrid peptid is. 
Szakdolgozatom célja az volt, hogy a CM15 antimikrobiális peptid és a sejtmembrán közötti 
kölcsönhatást vizsgáljam. A következő kérdésekre szerettem volna választ kapni. Kölcsönhat-e a 
CM15 a membránnal? A kölcsönhatás során a peptid milyen másodlagos szerkezetet vesz fel? Vajon a 
baktériumokra jellemző negatív és az emlősökre jellemző ikerionos töltésű membránnal való 
kölcsönhatásban van-e eltérés? Ehhez a sejtmembrán egyszerű modelljeként szilárd hordozóra felvitt 
foszfolipid kettősrétegeket alkalmaztam. Vizsgálati módszerem a nemlineáris optikai jelenségen 
alapuló összegfrekvencia-keltési rezgési spektroszkópia volt. A módszer elméletéből adódóan ugyanis 
lehetőség nyílik a foszfolipid kettősréteg és az antimikrobiális peptid közötti kölcsönhatás szelektív, a 
tömbfázis zavaró hatásától mentes vizsgálatára. 
Hordozónak kétféle, kvarc és CaF2 prizmát alkalmaztam, amikre a Langmuir-Schaefer-módszer 
segítségével kétféle, anionos (DPPG) és ikerionos (DPPC) lipidekből készítettem kettősréteget. 
Vizsgálataimhoz aszimmetrikus (a foszfolipid kettősréteg egyik rétegének szénláncai deuteráltak) és 
szimmetrikus (mindkettő, vagy egyik sem deuterált) kettősrétegeket hoztam létre. A peptid és a 
kettősréteg kölcsönhatását két eltérő peptidkoncentrációjú (2, 50 μM) oldat mellett vizsgáltam. A 
rétegek és a CM15 közötti kölcsönhatást különböző szubfázisokon és eltérő tartományokban felvett 
rezgési színképek elemzésén keresztül tanulmányoztam. A lipid kettősrétegben bekövetkező 
változásokat a C-H és C-D nyújtőrezgésekre jellemző színképtartományokban, míg a peptid 
szerkezetére vonatkozó információkat az amid I régióban felvett színképek analízise révén kaptam. 
Eredményeim alapján megállapítható, hogy a CM15 antimikrobiális peptid kölcsönhatásba lép a 
foszfolipid kettősrétegekkel. Ezt támasztja alá az aszimmetrikus kettősrétegek esetében az azt alkotó 
lipidek CH3 és CD3 csoportjainak rezgéseihez tartozó jelek intenzitásának csökkenése valamint 
szimmetrikus kettősrétegek esetében CD3 rezgésekhez tartozó csúcsok megjelenése a peptid 
befecskendezését követően. Szintén ezt bizonyítja az amid régióban 1660 cm-1 hullámszámnál 
megjelenő amid I sáv. Az amid I sáv frekvencia-eltolódásából és királis polarizációkombinációt 
alkalmazó spektrumok felvételéből az is megállapítható, hogy a peptid vagy 𝛼-hélix másodlagos 
szerkezetű, vagy nem rendelkezik másodlagos szerkezettel. Azt tapasztaltam azonban, hogy az 
antimikrobiális peptidek egyik fő jellemzőétől eltérően a CM15 peptid mind a negatív, mind az 
ikerionos töltésű kettősréteggel hasonlóan hat kölcsön, abban jelentős eltérés nem mutatkozik. 
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Antimicrobial peptides (AMP) are an important group of peptides protecting an organism against 
foreign microorganisms. Not only the investigation of natural antimicrobial peptides synthesized by an 
organism is an important area of research, but owing to their significance it is essential to develop and 
analyse synthetic peptides that can selectively act against particular pathogens due to their structure 
and properties. CM15 is a synthetic hybrid antimicrobial peptide of this kind.  
The purpose of this thesis is to observe the interaction between the CM15 antimicrobial peptide and 
the cell membrane. The questions we wanted to find answers to are the following. Does CM15 interact 
with the membrane? What kind of secondary structure does the peptide have during the interaction? Is 
there a difference between the interaction with a bacterial membrane with negative charge and a 
zwitterionic mammalian membrane? In order to examine these issues phospholipid bilayers on solid 
supports were used as simple models. The method of the examination was sum-frequency generation 
vibrational spectroscopy (SFS) which is based on a nonlinear optical phenomenon. SFS gives an 
opportunity to selectively analyse the interaction between the phospholipid bilayer and the 
antimicrobial peptide without the interference from the bulk phase.  
As supports fused silica and CaF2 prisms were used. These were covered by two different bilayers, 
one made of anionic (DPPG) and the other made of zwitterionic (DPPC) lipids, prepared by the 
Langmuir-Schaefer method. In our experiments asymmetric (the alkyl chains of the phospholipids are 
deuterated in one layer) and symmetric (both or none of the layers are constructed from deuterated 
lipids) bilayers were created. The interaction between the peptide and the bilayer was characterised 
using two solutions with different peptide concentrations (2, 50 μM). The interaction between the 
bilayers and CM15 was analysed based on vibrational spectra recorded on different subphases and in 
several spectral regions. The changes of the lipid bilayer were recorded in the spectral domains that 
are typical for C-H and C-D stretching vibrations, while information about the changes of the peptide 
structure was obtained by analysing the amid I spectral region.  
Our results show that there is an interaction between the CM15 antimicrobial peptide and the 
phospholipid bilayer. In the case of the asymmetric bilayers the interaction is evidenced by the 
decreased intensity of the peaks belonging to the vibrations of the CH3 and CD3 functional groups. 
Another piece of evidence for the interaction in the case of symmetric bilayer is the appearance of 
peaks related to the CD3 functional groups after the injection of the peptide solution. By investigating 
the shift of the amid I peak at 1660 cm-1 wavenumber and by using chiral polarisation combinations to 
collect spectra, we have come to the conclusion that the secondary structure of the peptide is either 
α-helical or random coil. However, while one of the most important properties of the antimicrobial 
peptides is the selective interaction with the foreign pathogen, we have found that CM15 interacts in 
the same manner with zwitterionic and anionic bilayers. 
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